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

Administración Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medila y,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S. . solicita

autorización para la venta a laboratorios de análisis clínicos del Pro ucto para

diagnóstico de uso "in vitro" denominado1) GENETIC SEQUENCING IN. TRUMENT

- MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACIÓN QUE MIDE LAS SJÑALES DE

FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIANTE EL USO dE CELDAS

DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECÍFICOS (MiSeqDx™ Universal Kit 1.0); 2)

MiSeqDx™ UNIVERSAL KIT 1.0/ PARA EL PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE

ADN GENÓMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL P~RIFÉRICA

y EN LA POSTERIOR SECUENCIACIÓN SELECTIVA DE LAS BIBLIO ECAS DE

MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS CLINICAL

SEQUENCING ASSAY/ DISEÑADO PARA LA SECUENCIACIÓN DE LAS REGIONES

CODIFICANTES y LAS REGIONES DE UNIÓN DE INTRONES y EXONE DEL GEN

REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS

QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENÓMICO AISLADO A PARTIR DLSANGREHUMANA TOTAL; 4) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS 139- VARIAN¡, ASSAY/

ENSAYO CUALITATIVO DISEÑADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMUL ANEA 139
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MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERÉS CLÍNICO EN EL GEN REGULA[)OR DE LA

CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (CFTR) .

Que a fojas 1066 a 1070 consta el informe técnico produci o por el

Servicio de Productos para Diagnóstico que establece que los productos reúnen

las condiciones de aptitud requeridas para su autorización. j
Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la in ervención

de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece a Ley NO

16.463, Resolución Ministerial N0 145/98 Y Disposición ANMAT N° 26+/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por el

Decreto N0 1490/92, por el Decreto N0 1886/14 Y el Decreto N° 1368/15.

I

Por ello; 1
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACION L DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DI S P O N E:

ARTÍCULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de análisis clínicos del producto

de diagnostico para uso in Vitro denominado 1) GENETIC SE UENCING

INSTRUMENT - MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACIÓN QUE MIDE LAS

SEÑALES DE FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIAN E EL USO

DE CELDAS DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECÍFICOS (MiSeqDx™ Univers 1 Kit 1.0);

2) MiSeqDx™ UNIVERSAL KIT 1.0/ PARA EL PROCESAMIENTO DE MUE TRAS DE
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ADN GENÓMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL PI RIFÉRICA

y EN LA POSTERIOR SECUENCIACIÓN SELECTIVA DE LAS BIBLIOirECAS DE

MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS CLINICAL

SEQUENCING ASSAY/ DISEÑADO PARA LA SECUENCIACIÓN DE LAS REGIONES

CODIFICANTES y LAS REGIONES DE UNIÓN DE INTRONES y EXONE. DEL GEN

REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS

QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENÓMICO AISLADO A PARTIR DE SANGRE

HUMANA TOTAL; 4) MiSe:Dx™ CYSTIC FIBROSIS 139- VARIA+ ASSAY/

ENSAYO CUALITATIVO DISENADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMULTANEA 139

MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERÉS CLÍNICO EN EL GEN REGULA OR DE LA

CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (C R), el que

será elaborado por ILLUMINA. 5200 IlIumina Way. San Diego, CA 92122. (USA) e

importado terminado por la firma BIOSYSTEMS S.A. en envases que se detallan

" ,1 ,"ex" '" o"' vid, útil d, 1} CINCO(S) "", d"d, 11 ¡"h, d,

elaboración conservado entre -10 y 40 oC; 2), 3) Y 4) TRECE (13) meses, desde

" ""h, d, ,I,b"",ó, ","Md" COi' 1 Y2 "te, -25 y -15 'C, r'j' 3 y 4

entre 2 y 8 oC y caja 5 entre 15 - 30 oC y que la composición se detalla a fojas

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

ARTICULO 20.- Acéptense los proyectos de rótulos y Manual de Instrlucciones a

fojas 109, 121, 133, 144 a 501, 559 a 915, 917 a 948, 950 a 981, 9b a 1014,

1016 a 1031, 1033 a 1048 y 1050 a 1065. Desglosándose fojas 133, L4 a 198,

303 a 368, 559 a 625, 760 a 811, 917 a 948 y 1016 a 1031 debiendo constar en
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los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador

impreso en los rótulos de cada partida.

ARTÍCULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDIe MENTOS,

ALIMENTOS y TECNOLOGÍA MEDICA se reserva el derecho de reexlminar los

métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstan1cias así lo

determinen. j
ARTÍCULO 50.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de I I formación

Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifíquese al

interesado y hágasele entrega de la copia autenticada de la presente diSPOSición,

junto con la copia de los proyectos de rótulos, manual de instrucdiones y el

certificado correspondiente. Cumplido, archívese.-

EXPEDIENTEN° 1-47-3110-3178/14-4

DISPOSICIÓN N°:

Fd
9442
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ANEXO

Expediente N0 1-47-3110-3178/14-4

PRODUCTO:

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

• Caja l:
Reactivos de preamplificación de la caja lA:

I Volumen
Componente Cantidad I de

llenado
Tampón de 1tubo 4,J2ml
hibridación-~-----,.•.._._.__ .,--,_._--~,~~.
Mezcla de extensión- I tubo 4,8ml
ligadura

-----------
!tUbO~

-
Cebadores de índice
A(ASOI)-H(ASOB) P'"

cebador ______
Cebadores de índice I !tubo 128~1
(A701)-12 (A712) IX"

!cebador
Polimerasa de PCR Itubo 56"1--
Mezcla maestra de Itubo 2,8ml
PCR .._--------------

4,5ml

4,6ml

Componente

Diluyente de
nonnalización de
bibliotecas
Tampón de dilución
De biblioteca
Control interno PhiX

Reactivos de posamplificación de la caja lB:

I Volumen
, Cantidad de
1 llenado

¡ltUbo

¡!tubo

I¡ ltubo
I

• Caja 2:
Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Componente
Cartucho de reactivo
de MiSeqDx

1 Cantidad
I 2caI1uchos

I

i

_.__. J
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• Caja 3:

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

Volumen
Componente Cantidad de

llenado

Tampón de lavado Ibotella 24ml
restrictivo.
Tampón de lavado ltubo 4,8ml
universal

Reactivos de posamplificación de la caja 36:
i I Volumen

Componente I Cantidad de
, llenado

Bolas de limpieza de JI tubo ,5ml

. PCR ..••. __ ••.__ ._t_. __ ¡ _._0._. __ .
uvada de 1 2tubos 4,8ml
normalización de j

..!?j.~liotecas 1 .~___ I
Bolas de biblioteca i ltubo _ j __~I:__~
Celda de flujo I 2 i I celda de flujo
MiSeqDx i contenedores I

• Caja 4:

Reactivos de posamplificación de la caja 4:
1 Volumen

Componente I Cantidad de
llenado

12~otel1as 353,lml

• Caja 5:

Reactivos de preamplificación de la caja 5:

Componente 1 Cantidad

~laca del fi~ __ J_2_P_I_ac_a_S__ ._. _

Reactivos de posam plificación de la caja 5:

6
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Componente

de elución

Tampón de
ahnacenamiento de
biblioteca

I Cantidad
Itubo

1tubo 3,5ml

Volumen
de

llenado

3) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS CLINICAL SEQUENCING ASSAY: 48
determinaciones, conteniendo:

• Caja 1:

Reactivos de preamplificación de la caja lA:

Volumen
Componente Cunlidad de

llenado

Grupo de IltUbO I 600~1
Oligonllc1eótidos del

IEnsayo de
Sccucnciación clínica
De fibrosis guistica. I

ITampón de 1tubo 4,32ml
~!idación . .
Mezcla de extensión. 1tubo 4,8ml
ligadura ..- 1-. .-_._------
Ccbadores de índice ltubo 192~1
C(AS03).D(AS04)y por
E(A505) cebador

Cebadores de índice ltubo 128~Ll
I(A701), 2(A702) y por

.1 O(A710) cebador

Polimerasa de PCR ltubo 56~1--
Mezcla maestra de ltubo 2,8ml
PCR

Reactivos de posamplificación de la caja lB:

COlllponenh: CUlltídlld
VOIUlllCIl

de
llenado

Diluyente de
nonnalización de

1I tubo I 4,61111

bibliotecas ¡.__..__ ..... . •........ "1"- ..__....

.I;~~I~~~~:~::Ci~~~L::~: l~~~ml__

t.v 7
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El interno PltiX

• Caja 2:

Iltubo

Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Componcnte Cantidad

:artucho de reactivo 6cal1uchos
e MiSeqDx: Ensayo
e secucnciación clínica
eFO

• Caja 3:

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

Componcnte

ampón de lavado
estrictivo
ampón de lavado
mivcrsal

Cantidad

1tubo ,8ml

Volumen
de

lIemldo

Reactivos de posamplificación de la caja 3B:

Volumen
Componellte Cantidad de

llenado

Bolas de limpiezA I tubo I
51111

dePCR - -------
uvada de 2tübos 4,8ml
nonnalización de
bibliotecas- 1Bolas de biblioteca 1tubo 1.2ml

ee1dade flltio de 6contenedores 1 celda de flujo 1MiSeqDx: Ensayo
de secuenciación
clínica de la fibrosis
quística I

• Caja 4:

Reactivos de posamplificación de la caja 4:

8
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Volumcn
Compom~nte Cantidad de

lI('nado

Solución SBS de 6botellas 353,lrnl
MiSeqDx(PRl),
Ensayo de
Secuenciación clínica
de la fibrosis
auística

• Caja S:

Reactivos de preamplificación de la caja S:

Volumcn
Componente Cantidad de

lI('natio

Placa del filtro 6placas N/A

Reactivos de posamplificación de la caja S:

Volumen
Comrmllcntc Cantidad de

Jlcnado

_!~~~~~..~:_~~~,~i_~1!~,__ ltubo ...1....4,8ml"._, __,_"._.~----,
Tampón de ltubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca

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

• Caja 1:

Réactivos de preamplificación de la caja lA:

CUlltidud Volumen
Component<l de

960 determinaciones 96 detenninaciones
licuado

Lv 9
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Grupo de 10 tubos l tubo 600~1
Oligonuc1eótidos de
139 variantes de

Tampón de ltubo 4,32ml
hibridación ----- ._---
Mezcla de extensión- l tubo 4,8ml
ligadura

Cebadores de índice la tubos por 1tubopor 1921d
A(A501).H(A508) cebador cebador

Ccbadores de índice 1 10 tubos lXJr I tubo por l28~d
(A701).12 (A712) ccbador cebador_ •._--_._._. __ ._-
Polimcrasa de PCR ! tubo 56~1

Mezcla maestra de la tubos 1 tubo 2,8m!
PCR

Reactivos de posamplificación de la caja lB:

C:wtidad Volumcn
Componente de

960 determinaciones 96 determinaciones licuado

Diluyente de I 10 tubos 1Lubo 4,6ml

~

nonnalización de :
hibliotecas

.jlOtUbOSTampón de-dilución Itubo 4,5ml
de biblioteca

ControlintemoPhiX ! Itubo ltubo 1O~i

• Caja 2:

Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Componente
Cantidad

960 determinaciones 96 detenninaciones

Cartucho de reactivo 20 cartuchos 2 cartuchos
De MiSeq Dx del
ensayodel39
variantes de FQ

• Caja 3:

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

10
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Cantidad
,

Voltul1cn

I
CompoJl('lIte- de-

960 detenninaciones 96 detenninaciones
llí.'nado

Tam]Xln de lavado
,

10 botellas 1 botella
,

24ml: !
re,(nct,vo b

--
Tampón de lavado lO tubos 1 tubo 4,8ml
universal

,
I

Reactivos de posamplificación de la caja 3B:

lavado de 20 tubos
nomlali7...<1ciónde i
bibliotecas I
~&l;~-d~'.bib.i¡;t;;-._.-'-f~~b;~'-~-~

!

Cantidad

10 tubos 1 tubo

960 detenninacíones 96 detenninacioncs

Sml

Volumen I
d('

llenado

I
4,8ml l
'1,2;nl' .

I
1 celda de

flujo

2 tubos

I
........ _._._ .... __ ._ .... 1.

Hubo I

~n(CnedOres 1
I

! '0¡ ~ontencdorcs

I

Componente

Bolas de limpieza de
PCR

Celda de flujo de
MiScq Dx del ensayo
de 139variantesde
FQ

• Caja 4:

Reactivos de posamplificación de la caja 4:

Caulidad Volumen
C:omponc'ntc de

960 detenninaciones 96 detenninaciones
llenado

SoluciónSBS de 20botellas 2botcllas 353,11111
MiSeqDx{PRl)del
ensayodel39
variantesdeFQ

• Caja 5:

Reactivos de preamplificación de la caja 5:

Canlidad
Componente I 96 detenninaciones960 detenninaciones

LV 11
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I Placa del fihco , 20placas 12Placas

Reactivos de posamplificación de la caja 5:

Calltidad VOhIlU(,1l

IComponl'nte de
960 determinaciones 96 detenninaciones

IJcnado

Ta~~~-.: eluc~!: ..._._.._ ~_._i~~_~~tUb9.S.--.- .. ' -.---- ..- J~~~_?_---_...t.-H::::-_.¡
Tampón de ; 10 tubos ltubo
almacenamiento de i i !biblioteca i

)

DISPOSICIÓN NO:
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Instrumento MiSeqDx™

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VITRO

ill mma'

N.O de catálogo DX-41 0-1 001 .'(

Uso previsto
El instrumento MiSeqDx de Illumina es un instrumento de secuenciación qué mide las señales de fluoresce da de
nucleótidos marcados mediante el uso de celdas de flujo y reactivos específicos del instrumento (MiSeqDx niversal
Kit 1.0), hardware de adquisición de imágenes y software de análisis de datos. La plataforma MiSeqDx está ndicada
para la secuenciación selectiva de ADN genórrúco humano de muestras de sangre total periférica. La plataf rma
MiSeqDx no está indicada para la secuenciación de genorna completo o de novo. MiSeqDx está diseñado p ra su uso
con kits de reactivos y ensayos de DN suministrados por Illurnina. j

mcipios del procedimiento
El instrumento MiSeqDx de Illumina se ha diseñado para la resecuenciación selectiva de ADN genómico h mano a
partir de muestras de sangre total periférica con consumibles proporcionados por Illumina. El ADN genámfco se
procesa mediante el procedimiento de preparación de bibliotecas, que amplifica específicamente las regiones
genómicas previstas de cada muestra con los oligonucleótidos personalizados diseñados por el usuario, a lalvez que
también se añaden las secuencias de captura de la celda de flujo y los Índices a los productos amplificados.
La preparación de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridación, la extensión-ligadura, la amplific ción PCR
y la normalización de -bibliotecas. Las bibliotecas de muestras normalizadas resultantes están listas para la I
s.e~uenciación en el instrumento MiSeqDx de Illumina mediante el uso de la química de SBS (secuenciacióIl! por
¡¿ín{es!s).La química de SES se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases dJ
nucleótido único en la incorporación a las cadenas de ADN en crecimiento. El software de análisis en tiem~o real
(RTA) realiza análisis de imágenes y llamadas de bases. Asimismo, asigna una puntuación de calidad a cada¡ base de
cada cido de secuenciación. Cuando finaliza el análisis principal, el software MiSeq Reporter del instrumen.'to
MiSeqDx procesa las llamadas de bases mediante el análisis secundario, que incluye el demultiplexado, la eneración
de archivos FASTQ la alineación, las llamadas de variantes y la generación de archivos VCF que contienen
información sobre las variantes que se encuentran en posiciones específicas en un genoma de referencia.

. A ESP 11

Para uso diagnóstico in vitro.
Este producto ofrece 10 siguiente:
-- Rendimiento de secuenciación: Más de 1 eb

Lechlras: Más de 3 millones
-- Longitud de lectura (en experimento "paired-end"): 2 x 150 bp

Bases por encima de Q30: Más de 75 % (más de un 75 % de las bases tiene una puntuación de calidad
según la escala de Phred superior a 30, lo que implica una precisión de llamada de bases supe ior al
99,9 %)

Las variantes en experimentos homopolilnéricos de más de ocho bases se filtrarán en los archivos CF
(filtro R8).
Se ha validado el sistema para la detección de variantes de nuc1eótido único y deleciones de hasta es bases.
La evaluación de inserciones de una base se ha limitado a h'es inserciones diferentes en tres cromo amas
independientes.

4
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SlS ema presen.t3 pro. elnas a a ora e etectar deleClones o InSerCIOnes de una base en ttaGtos ., <'Y
l:omopoliméricos como, por. ejemplo, poli-A. . . . ~ Cf;:J:.{'
El sIstema MISeqDx se ha dlsenado para ofrecer resultados cualItatIvos (es decIr, de genotipo).
Al i¡;ual que con cualquier flujo de trabajo basado en hibridación, los polimorfismos o las mutado
subyacentes en regiones de ligadura de oligonucleótidos pueden afectar a los alelos que se estén
comprobando y, en consecuencia, a las llamadas realizadas.
La cobertura mínima recomendada por amplicón necesaria para obtener una llamada de variantes precisa
(Q(max_gt I poly_site) >= 100) es de 75x.

Componentes del producto
MiSeqDx de IIIUIJÚnaconsta de lo siguiente:
• Instrumento MiSeqDx (n.º de catálogo DX-410-1001)
Se requieren los siguientes componentes de software para el funcionamiento de MiSeqDx y el análisis de dos:

Ap'licación
de Función
software

Descrí pción

Controla el i La aplicación de software de MOS controla el funcionamiento del instrumento dura te la
funcionamiento 1 secuenciación y genera imágenes para que las utilice el software de análisis en tiem o real
del (RTA).
instrumento.

Realizn el '1 Elsofh-vare MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases mediante el análisis se dario, que
análisis incluye el demultiplexado, la generación de ard1ivos FASTQ la alineación, las llama as de
secundario. 1 variantes y la generación de archivos VCF que contienen información sobre las val' antes que

~ se encuentran en posiciones específicas en un gen ama de re[erencia.

MOS:
Sistema
operativo
de
MiSegDx
RTA:
Software
de análisis
en tiempo
real
MiSeg
Reporter

Realiza el
análisis
principal.

La aplicación de software de RTA convierte las imágenes que genera MOS de cada laca por
cido de experimento de secuenciación en archivos de l1amadas de bases, que son enhadas del
softwnrc MiSeq Reporter. La nplicadón del software de RTA no ron tiene interfaz d. usuario.

Almacenamiento y manipulación

Elemento
Temperatura

Humedad

I Especificación
Transporte y almacenamiento: Entre -10 oC y 40 oC (entre 14°F Y104°F)
Condiciones de funcionamiento: Entre 19 oC y 25 oC (entre 66°F Y77°F)
Transporte y almacenamjento: Humedad sin condensación
Condiciones de funcionamiento: Humedad relativa del 30 % al 75 % (sin condensación)

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Consumibles de secuenciación
MiSeqDx Universal Kit 1.0 (n.ode catálogo DX-103-1001)

Dra. SILVINA ZANELA
DIRECTOR,'; -:-E NICA

MN14421
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2
Consum ibles proporcionados por el usuario

Antes de iniciar un experimento, asegúrese de que estén disponibles los siguientes consumibles proporcion dos por el
usuario.

Consumible
Pailas humedcddos en almho} isopropilo al 70 %
o
etanol al70 %
Toallita de laboratorio sin pelusa
Toallitas limpialentes de 4 pul~ul .
Tween 20
Pinzas de plástico de punta cuadrada (opcionales)

~ua sin ARNasani AI?Nasa

I Finalidad
Limpieza del soporte de la celda de flujo

Limpieza de la platina de la celda de flujo
Limpieza de la celda de flujo
Lavado del instrumento
Extracción de la celda de flujo del contenedor de
trans orte de celdas de £}u'o
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 ag a de grifo
ni desionizada. Cualquiera de los siguientes son ejemplos aceptables:

• Agua de 18 mega ohmios (MO)
• Agua MilIi-Q
• Agua Super-Q
• Agua de biología molecular

1

5

2

3
4

Advertencias y precauciones
" _ PRECAUCiÓNY Las leyes federa les limitan la ventn de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo

prescripción de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislación del estado en el que
ejercen su profesión para utilizar u ordenar la utilización de este dispositivo.

Algunos componentes de los reactivos proporcionados por nlurnina para su utilización con el instr mento
MiSeqDx contienen formamida, una amida a!ifálica que es una toxina reproductiva probable. ConsLlte los
prospectos de los productos correspondientes para obtener más información. Evite su inhalación 0jngestiÓl1,
o el contacto con la piel o los ojos, pues podrían producirse lesiones. Deseche los contenedores y lo
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para Obr

l
ner más

información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Illumina.
Algunos componentes de los kits de reactivos proporcionados por Illumina contienen 2-mercaptoet nol, un
agente reductor. Consulte los prospectos de los productos correspond.ientes para obtener más inforn¡,ación.
Evite su inhalación o ingestión, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrían producirse lesione$. Utilice
el kit en un área bien ventilada y deseche los contenedores y los contenidos no utilizados de acuerdo con las
normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener más información, póngase en contacto on el
servicio de asistencia técnica de lllumina.
Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.
El incumplituiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erróneos o una redu ción
considerable de la calidad de las muestras.
Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beb ni fume
en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la man pulación
de muestras y los reactivos del kit. Lávese bien las ,manos tras la manipulación de muesrras y rea uvas del
kit.
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Se precisa seguIr prácticas de laboratorio adecuadas y procedImientos óptimos en nl~aJeria....£ieJ11g'!.~ e en
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminación de reactivas'A'¡)s1'r'l-ffii~ts y
muestras de ADN genómico. La contaminación mediante PCR puede arrojar resultados ~reci os y
fiables.
Para evitar la contaminación, asegúrese de que las áreas de preamplificación y posamplificación d spongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centri gadoras).
El emparejamiento de muestras de índice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposición de placas provocará la pérdida de identifi ación de
111Uestras positivas y la generación de infonnes con resultados incon-ectos.
Durante el paso de normalización de bibliotecas del prospecto del reactivo correspondiente, es mu
importante resuspender por completo el pellet de las bolas de la biblioteca. Esto resulta fundament 1para
lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo de MiSeqDx.

10 Cumpla los tiempos de incubación especificados en los pasos de normalización de bibliotecas tal y como se
describe en el prospecto del reactivo correspondiente. Una incubación inadecuada puede afectar a 1
representación de bibliotecas y la densidad de grupos.

11 Se recomienda encarecidamente instalar un software antivirus proporcionado por el usuario para roteger el
ordenador frente a virus informáticos. Consulte el manual del usuario para obtener instrucciones a erca de la
instalación.

'l2 No utilice el instrumento MiSeqDx con ningún panel extraído. La utilización del instmmento con alguno de
estos paneles retirados constituye una posible exposición a la tensión de línea, así como a tensione de CC.

13 No toque la platina de la celda de flujo del compartimento de la celda de flujo. El calentador de est
compartimento funciona a una temperatura entre 22 oCy 95 oC,por lo que podría causar quemadubs.

14 El instrumento pesa aproximadamente 57 kg (126 libras) y podría provocar lesiones graves si se ca~ o se
maneja de forma indebida.

Instrumento MiSeqDx™

Notas del procedimiento
El rendimiento por experimento de MiSeqDx puede oscilar entre 8 y 48 muestras. Los cebadores de Índice utilizados
durante la amplificación PCR se deben elegir en función del rendimiento final de muestras que se desee COI el fin de
garantizar la diversidad de la secuencia de Índice .

• NOTA...r Pma obtener un rendimiento máximo, proceda con la preparación de bibliotecas de hasta 96 muestr s y, a
continuación, divida las muestras en dos experimentos de secuenciación con un máximo de 48 mueslas cada
uno.

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases C(f y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cad ciclo, se
debe leer, al menos, uno de los dos nucleótidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuadJ. Resulta
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de Índice que es objeto de secuenci~ción, ya
que, de lo contrario, se podría producir un error de registro durante la secuenciación de la lectura del índi!e.
Si la secuenciación es inferior a 48 muestras en un experimento de secuenciación, seleccione los Índices apr~piados de
acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de colores en los canales verde y rojo. Como mínimf' los
experimentos con entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinaciones de cebadores de Índice que se muestran en el
prospecto del MiSeqDxUniversal Kit 1.0.
Para procesar con precisión experimentos más pequeños, se debe disponer de un mínimo de ocho muestras Si no se
dispone de seis muestras únicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede completar el ex pe imento
con duplicados de muestras o con cualquier muestra de ADN genómico humano. Consulte el prospecto de MiSeqDx
Universal Kit 1.0 para obtener información sobre el conjunto mínimo de índices con equilibrio de color que utilizar
para los experimentos de secuenciación de ocho muestras.

Dra. SILVINAZANE' A
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tnstrumen o MiSeqDx™

Instrucciones de uso
9 42

Preparación de la hoja de muestras de MiSeqDx
1 En la pantalla Welcome (Bienvenida) de Gestor de la lista de trabajos de l1Iumina, seleccione Creat Worklist

(Crear lista de trabajo).
2 En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione MiSeqDx Universal.
3 En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la hoja de mestras.

Si se usa el ID alfanumérico del código de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la 10ja de
muestras, el Software operativo de MiSeq (MOS) encontrará la hoja de muestras automática me te.
Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botón Browse (Examinar) del oftware
operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.

4 IOpcionalJ Escriba una descripción para identificar el experimento.
5 Asegúrese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
(, Seleccione Next (Siguiente).

Introducción de información de la muestra
1

2

3

4

5

En la ficha Table (Tabla) o la ficha Plate (Placa), introduzca la siguiente información de cada pocill. que
contiene nluestra:
a Sample ID (ID de muestra): lntroduzca un ID de muestra único.
b Index 1 (Índice 1) e Ind. ex 2 (Índice 2): Especifique el adaptador de índices que se utilizará parr cada

lectura del Índice.
c Manifest (Manifiesto): Especifique el nombre de] archivo de manifiesto que contiene información sobre

las muestras del pocillo específico. . I
IOpciona 1IPara registrar información más detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y u a
descripción para ]a muestra.
[Opcionalj Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (Positivo en el
menú desplegable Control (Control).
Vaya a la ficha Plate Graphic (Gráfico de placa) y utilice la opción Copy to Clipboard (Copiar al
porta papeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.
Seleccione Finish (Finalizar).

Preparación de muestras
Se deben seguir Jos pasos descritos a continuación de acuerdo con las instrucciones de uso del prospecto d 1
MiSeqDx Universal Kit 1.0:

• Hibridación de gmpo de oligonucleótidos
• Eliminaciótl de oligonucleétidos sin l.igar
• Extensión-ligadura de oligonucleólidos ligados
• Amplificación PCR
• Limpieza d~ PCR
• Normalización de bibliotecas
• Agrupación de bibliotecas

\ Febrero de 2014 N.' de referencia 15050260 Re . A ESP I 5
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Preparación del cartucho de reactivo '<~~ 4 2
1 Descongele el Cartucho de reactivo de MiSeqDx con un bai\o de agua con suficiente agua desionizfda a

temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactivo hasta la línea de agua i1presa en
este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la línea de nivel máximo de agua.

2 Descongele el cartucho de reactivo en el baño de agua a temperatura anlbiente durante aproximad mente
una hora o hasta que se haya descongelado por completo.

3 Saque el cartucho del baño 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. Asegúrese de que no haya salpicaduras de agua en la parte s perior del
cartucho de reactivo.

Inspección del cartucho de reactivo
1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuaci .n,

compluebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.
NOTA
Es esencial que los reactivos del cartucho estén mmpletamente descongelados y mezclados para gar ntizar
una correcta sccuendación.

2 Inspeccione visualmente el reactivo de]a posición 1 para asegurarse de que se haya mezclado
completamente y no presente precipitados.

3 Golpee suavelnente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos .

•• NOTA
..,,.., Los tubos del dispensador de .MiSeqDx acceden al fondo de cada depósito para aspirar los reactivos, e modo

que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

4 Coloque el cartucho de reactivo en hielo o almacénelo a una temperatura entre 2 oC y 8 oC (hasta s is horas)
hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados óptimos, proceda
directamente con la carga de la muestra y la configuración del experimento.

Deje que el Tampón de dilución de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el Tampón de dilución
de biblioteca y asegúrese 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 oC durante un minuto.
Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).
Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciación. Es posible agmpar un máxim de 48
muestras para su secuenciadón.
Si la placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipete ndo
arriba y abajo entre tres y cinco veces. l
Transfiera 5 ,,1 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 uso, ahnacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oC. La placa SGP
sellada permanece estable hasta tres días.

6

7

2
3
4
5

Preparación de muestras para secuenciación
1
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8 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el
9 Disponga un hLbo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).
10 Añada 585 ,,1 de Tampón de dilución de biblioteca al tubo DAL.
11 Añada 6 ,,1 de 20 pM de Control interno PhiX al tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entl'e tres y cinc

para enjuagar la punta y garantizar una transferencia cOlnpleta.
]2 Transfiera 9,,1 de PAL al tubo DAL que contiene Tampón de dilución de biblioteca. Pipetee arriba

entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

6 I N.' de referencia 15050260 Rev.A ESP
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13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rápido como pueda.
14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 oC durante un minuto. 9 4
15 Incube el tubo OAL en un bloque de calor a 96 oC durante dos minutos.
16 Tras la incubación, invierta el tubo DAL una o dos veces para nlezclar Y, a continuación, colóquelo

inmediatamente en el baño de agua con hielo.
17 Mantenga el tubo DAL en el bailo de agua con hielo durante cinco minutos.

Utilice una punta de pipeta de 1 mi independiente, limpia y vacía para perforar el sello metálico si ado por
encima del depósito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).
Pipetee 600 fll de las bibliotecas de muestra en el depósito Load Samples (Carga de muestras). Pro eda con
cuidado para evitar tocar el sello metálico al dispensar la muestra.
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depósito tras la carga de muestras. En caso de qu haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.
Continúe directamente con los pasos de configuración del experimento con la interfaz del Software perativo
de MiSeq (MOS).

2

3

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos
1

Configuración del experimento
1
2

3
4

5

6

7

8
9

Inicie sesión en el Software operativo de MiSeq (MOS).
Seleccione Sequence (Secuenciar).
Se abrirá un conjunto de pantallas de configuración del experimento en el siguiente orden: Select R n Type
(Seleccionar tipo de experimento), Load F10w Cell (Cargar celda de flujo), Load Reagents (Cargar re ctivos),
Review (Revisar) y Pre-Run Check (Comprobación previa al experimento).
Seleccione Diagnostic Run (Experimento diagnóstico).
Cuando aparezca la pantalla Load Flow CeIl (Cargar celda de flujo), limpie la celda de flujo y, desp és,
cárguela.
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 experime too
Cuando la celda de flujo está cargada, el software lee y registra la RFID. Aparecerá una confirmaci8¡ de que
la RFID se ha leído correctamente en la esquina inferior derecha de la pantalla.
Cuando aparezca la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos), vacíe la botella de residuos, cargue a botella
de Solución SBS de MiSeqDx (PR2) y, a continuación, cargue el cartucho de reactivo.
Cuando la botella de solución SBS de MiSeqDx (PR2) y el cartucho de reactivo están cargados, el sdftware lee
y registra la RFID. Aparecerá una confirmación de que la RFID se ha .leído correctamente en la esqJ~na
inferior derecha de la pantalla.
Seleccione la hoja de muestras correspondiente.
El software buscará de forma predeterminada un archivo de hoja de muestras cuyo nombre coinci a con el
número del código de barras del cartucho de reactivo cargado en el instrumento. i
Confirme la configuración del experimento y los resultados de la comprobación previa al experime too
Inicie el experimento.
La pantalla Sequencing (Secuenciación) se abre cuando empieza el experimento. Esta pantalla prop rciona
una representación visual del experimento en curso, incluidas las intensidades y las puntuaciones tle calidad
(puntuaciones Q).

F brero de 2014
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Resultados~).5J~"' ...ti:? 4 2
El software de análisis principal integrado (análisis en tiempo real [RTA]) realiza anáifsftde:iirl1~genes y llarrr.adas de
bases. Asimismo, asigna una puntuación de calidad a cada base de cada ciclo de secuenciación. Cuando finaliza el
análisis principal, el software MiSeq Reporter del instrumento MiSeqDx inicia el análisis secundario, tal y e mo se
describe a continuación.

Demultiplexado
El demultiplexado es el primer paso en el análisis si la hoja de muestras contiene varias muestras y el exper mento
tiene lecturas de Índice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en función de las secue das de
Índice cortas que marcan las muestras de diferentes bibliotecas. Cada secuencia de lectura del Índice se ca ara con
las secuencias de Índice especificadas en la hoja de muestras. En este paso, no se considera ningún valor de 'alidad.

Generación de archivos FASTO
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 pu tuaciones
de calidad, excepto las lecturas de los grupos que no hayan superado el filtro. La puntuación de calidad Q se calcula
del siguiente modo: -10 log!OP, donde P es la probabilidad de que la llamada de bases sea incorrecta.

Alineación
La alineación compara secuencias con la referencia para identificar una relación entre las secuencias y asign una
puntuación en función de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se escriben en archivos con forma1toBAM.
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 locales 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 lla a a SNP y
pequeñas inserciones y deleciones. Asimismo, realiza el resumen de la profundidad y la probabilidad de ca a
posición en el genoma. Starling genera informes en formato HTML de SNP e inserciones y deleciones, así cJmo
archivos de texto delimitado por tabulaciones con variantes en formato VCF. Para obtener información sobr~cómo
calcular resultados a partir de los archivos VCF, consulte la Guía del usuario de MiSeq Reporter (n.' de refer Icía
15039188).

Características de rendimiento

Precisión
Se llevaron a cabo tres estudios independientes para evaluar la precisión de la plataforma MiSeqDx.

Estudio 1
En este estudio se ha empleado un ensayo típico diseñado para buscar una variedad de genes en 24 434 ba s de
19 cromosomas diferentes con posibles exones clínicamente relevantes. Las 13 muestras únicas utilizadas en ste
estudio corresponden a dos padres y 11 niños que varios laboratorios habían secuenciado con frecuencia m diante
diferentes metodologías de secuenciación. Seis muestras pertenecen a mujeres y siete muestras, a hombres. e
determinó la precisión de las variantes de nucleótido único (SNV) mediante la comparación de los datos d~l estudio
con una base de datos de referencia bien fundamentada. La secuencia de la base de datos de referencia se ostuvo a
partir de la combinación de varias metodologías de secuenciación, datos públicos e información hereditarial Se creó la
siguiente tabla para evaluar la precisión del sistema en función de los datos del primer experimento del esfudio. No
se repitió ninguna prueba de este estudio.
Los resultados de este estudio se muestran a continuación.

ELA
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N.O de N.o de N.ode % de
Tamaño del Contenido N.o de N." total de N.o de llamadas

ausencia llamadas llamadas llamadas
Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que de ¡ncorree-

analizadol amplicón únicas anali7...adas2 se pudo realizar1
correctas por corree-

llamadas" muestraS las' tas?

(lbl. ¡ Datos de precisión en el nivel del amplicón del estudio 1 para la platafonTla MIScqDx

~ ~menlo_M. _iS_eq_D_x_™ ._

\

7 2 122 Poli-T(5), 13 15 122 O 122 O 100
Poli-C (5)

99,54

100

100

100

100: 8 2 110 Poli-T(5) 13 15 110 O 110 O
_ .._-- ---
9' 2 131 Poli-A (14) 15 130-131 O 130-131

10 2 117 13 15 117 O 117 O

11 [2 [1;;~~ [13 12: -J;21 O E O

12 2 114 13 15 114 O 114 O

13 2 I1;-=r~li-A (5) 13 F--=r29- [O 129 O

14 3 131 Poli-A (5), 13 15 131 O 131 O
Poli-T (5)

15 =v [ 130 [- 13 F==r13Or 16 3 130 13 15 130

z> -m0,->)>
9 I N.' de referencia 15050260 Rey. A ESP



O 100

lO _10_0 _

O 100
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N.O de llamadas
N.o de N.o de ~.o de % de- Tamaño del Contenido N.o de N.o total de
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que de incorTe<'-
analizado1 amplic6n únicas analizadas2 se pudo realizarJ

corrcctas por corree.
lIamadas4 muestraS tas6 tas'

<3 17 3 117 13
1
15 l!17 O 117

U> O
~ ro.) 18 3 136 Polí-T (5) 13 15 136 O 136

N

19 ¡ 3 131 Polí-T(5), 13 [15--- j131 O [ 131SNV
r
, 20 3 123 Poli-A (5) 13 15 123 O 123--- 1~ .-1.Poli-A (6),

-- .. ---
21 3 13 15 117 O 117 O 100

Poli-T(5),
Región homóloga
en un cromosoma
diferente

22 3 119 Región homóloga 13 15 119 O 119 O 100
en un cromosoma
diferente

23 3 J 120
-r-_ 13 ~- -1120 O [ 120 J! [Wó~
! .

24 3 129 Polí-T (5) 13 15 129 O 129 O 100
-- .. -~ ,~-- ----- ._- ~ ~--- -- - -- _. ____ .0

25 4 133 Polí-C (7), 13 15 133 O 133 O 100
66%GC

100

1100--

100 en
._- .....••.

Febrerode2014

O

-]0
O

132

135O

[ O

O

132

135

] 123

134

15

15

115
15

13

13

13

I'olí-C (5),
69%GC

1 SNV

135

4

4

4

27
28
29

, 26
I
,

10 I N.' de referencia 15050260 Rev. A ESP



Tamaño de] Contenido N.Qtotal de N.I/de llamadas
N.llde N,I/de N,I/de %de

N,Qde
ausenda llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que de i.ncorrec-
analizado1 amplicón únicas anal izadas2 se pudo realizar3

COJTe('taspor correc-

llamadas" muestraS tas6 tas?

Rstrumento MiSeqDx'"

: 30 4 121 l'oli-A (5), 13 15 121 O 121 O 100
SNV

31 J 4 cm L: _~J 13 U5--1125 [~____ ._D25 .. =-~]O E~=_._--"
32 4 134 l'oli-T (5) 13 15 134 O 134 O 100

~33---J4 118 e-- -~ 13 [ 15 ]118 [O-~E [O 100
,
34 4 122 l'oli-A (5) 13 15 122 O 122 O 100

35 J 4 131 I E-T15 I 131 ro=-I131- I O 100

, 36 4 133 13 15 133 O 133 O 100
L... [T------PS- ~ IJ5--~ ]rn-] ~OO37 l'oli-T(6) 13 128 O O

~-J4 131 13 15 131 O 131 O 100

4 r- l'oli-A (5), 13 15 T~ O l O 100
l'oli-T(5),
SNV

I 40 4 133 Poli-T (5), 13 15 133 O 133 O lOO,
I SNV

>1 4 =rm=:=JSNV [13-115--J 112
ro- [ill-'] O

42 4 133 13 15 133 O 133

43 4 135 15 135 O 135

, 44 4 122 13 15 122 O 122 Ol
45 4 117 13 E~ 117 O J~----117

Cf)

»

11 I N.O de referencia 15050260 Rev, A ESP Febrero de 2014



Instrumento MiSeqDx'"

% de
llamadas
corree-
tas1

100

100

100 ,
,

[!OO-~
100 '

Febrero de 2014

N.O de
llamadas

in corree-
tas¡;

o
O

o
o
O

o
o

o
O

o
O

O

o

~
O

~O
O

N.O de
llamadas

correctas por
muestraS

115

J 120

120

125..r117

128

o

o

N.°rle

de
llamadas"

ausencia

o
o

F
'o

o --1123
ro 133

El:::
o =---r 126

]0 132

:0 1131

iO 119

~~ 120

o 119
L
O
_.- y~

[o 112

115

120

120

119

119

118

112

120

131

N.ll de llamadas
por muestra que
se pudo realizar'

126

133

132

129

123

128

112

117

125

15

15

15

15

15

15

N.a total de
mllcstras
analiz.1das2

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

13

13

13

13

13

N.Ode

muestrns
únicas

13

13

13

13

CT(5)

Poli-T (5)

Poli-A (7)

Contenido
genómico del
amplicón

115

120 Poli-A (5)

112

120

118

119

120 Poli-A (5)

119

126

Tamaño del

fragmento

analizado'

132

131

123 Poli-A (6)

133

112

129

128

117

124

5

5

5

4

5

5

5

5

5

5

4

4

4

4

Cromosom"

4

4

4

4

63

60

61

62

Amplicón

46'

48

47

49

12 IN.' de referencia 15050260 Rev. A ESP
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T~-ru-.;,~".
c:: "- N.o de N,o de N.°rle l};l de

'" Tamaño del Contenido N.ode N.o total de N.o de llamadas
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que
de ¡nconee-

analiz."ldo1 amplicón únicas analiUldas2 se pudo realizarJ
correctas por correc-

Jtamadas~ muestraS tas' tas'

I 64 5 112 SNV 13 15 112 lo 112 O 100
~ 1.135_____p--}65 5 135 Poli-T(6) 15 135 O 100

66 5 131 63%GC 13 15 131 O 131 O 100

-:=1 r 121 --} l~_ ---_.---- -~] l67 5 15 121 O 1121 O lOO
-_._--- .

I 68 5 132 Poli-A (6), 13 15 132 'O 132 O 100
¡ I
I Poli-T (8) l, -X--- E=7 133 15 133 O J 133

,--- -~-- --~
7 120 60%GC 13 15 120 ¡O 120 O 100

7 135 15 135 O T 13-5- __~To -. Il00
,-----

72 7 126 Poli-A (5), 13 15 126 ;0 126 O lOO
59%GC ___ . . .__1

73 7 134 15 134 O 1134 lo 1200
10"--- - -------- - - -~-~ - . ------,

74 7 122 Poli-C (5), 13 15 122 O 122 O lOO
63%GC l__ .:1~2~_._-

75 7 127 59 %GC; 13 15 127 O J~SNV

76 7 123 13 15 123
~-

123 O lOO

77 7 125 15 125 O 125 O lOO
--- ...--- -_. __ . ---- -- -- -----

78 7 133 Poli-A (5), 13 15 133 O 133 O
Poli-T (5)
- - - --------



o 100

O 100

O 100

O 100_.~--
100

O 100

c __ ~

100

O 100

100

O 100

100

O 100

O 100

130

119

123

119

116

127

122

129

131

o
o

o

o

122

123

127

129

130

116

119

119

15

15

15

15

15

15

15

15

15

13

13

13

13

13

Poli-T (5)

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

Poli-T (5)

Poli-A (6)

60%GC

Poli-G (6),

61 %GC

57%GC

58%GC

_______ [13 115 116 O [116

13 15 135 O 135

_______ E-l:c_5 11_8 ...••._0~~~_1_1_8 ~ -' _

67%GC 13 15 136 O 136

131

127

129

122

123

119

118

136

131

130

116

119

_____ L116
135

Contenido N.O de llamadas
N.O de N.ode N.ode % de

Tamaño del N,o de N.u total de

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

muestras muestras por muestra que
¡ncorree-

analizado1 amplicón únicas analizadas2 se pudo realizarJ
de correctas por correc-
lIamadas4 muestraS las' tas7

79 7
r 80 7

~
81 7

7

7

84 7

7

7

8

8

9

9

91 9

~slrumento MiSeqDx""

~I/\_\

14 IN.' de referencia 15050260 Rev. A ESP

92

93

94

9

9

9

121

117

114

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

13

13

13

15

15

15

121

117

114

o
o

o

121

117

114

O

O

O

100

100



100O114O1141513Región homóloga
en un cromosoma
diferente;
SNV

114996

Contenido NY de lIamndas
N.ode N.o de N.o de % de

Tamaño del N," de N.V total de
genómico del

ausencia llamadas llamadas Uamadas
AmpJicón Cromosoma fragmento muestras muestras por muestra que

de incoITe<:-
anali7..ado1 amplicón únicas anati7 ....1das2 se pudo realizar!

correctas por corree-
IIamadas4 muestraS tas6 tas'

9510 9 129 Poli-A (14) 13 15 130 O 129(de130) 15 99,23

~strumenlO MiSeqDx™- vr= --
". )

m:3n~ ~

~ ~
. ~

[ 122 Io--J 122 [o--yoo--
127 O 127 O 100

_.--_._-
133 O 133 100
138 O 138 O 100
139 O 139 100
116 O 116 O 100

15

15

1513

13 15

('oli-A (5),

('"li-C (5)

64%GC

_J~_=rn=-=r~í5_
13 15

97 l! 122
r 98 9 127
I

9 133
9 138
9 139
9 116

CD
100 I.P-
100--~

Febrerode 2014

O

120

118
128

O

O118

128
12015

15

15

13

13

62%GC
60%GC

70%GC118
128
120

~.~ - ----------------_._---------~--~~---------------

10

10

9

"~

103 9 133 Poli-A (5), 13 15 133 O 133 O 100
57%GC

[104 9 138 57%GC 13 15 138 O 138 O 100
105 9 136 Poli-C(5), 13 15 136 O 136 O 100

67%GC

151 N.O de referencia15050260 Rev.A ESP



•

100O131

116
117

O

O

O116
117
131

15

15
13

13

117
116

131

10

10

10

120

N.Ode llamadas
N.Ode N.ode N.°rle % de

Tamaiio del Contenido N.O de N.o total de ausencia llamadas llamadas llamadas
Amplic6n Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que

de incorrec-
analizado1 amplicón únicas analizadas2 se pudo realizar1

correctas por corree.
llam.1.das" muestraS tasI'> tas'

109 10 139 58%GC; 13 15 139 O 139 O 100
SNV

110 10 118 57%CC 13 15 118 O 118 O 100
-- .._-- í 15

--~- ¡ O
-- ---T1n-111 10 123 Poli-T(5) 13 123 O 100

112 10 121 - 13 15 121 O 121 O 100 ,"r 100 ,

113 10 129 26%GC 13 15 129 O 129 O

114 10 122 - 13 15 122 O 122 O 100

115 10 124 PoJi-T(5); 13 15 124 O 124 O 100
Región homóloga
en un cromosoma
diferente

116 10 135 CA(4) 13 15 135 O 135 O 100 I
117 10 135 Poli-A(6); 13 15 135 O 135 O 100

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

118 10 119 PoJi-C(5); 13 15 119 O 119 O 100
SNV en

119 10 125 - 13 T 15 125 O 125 O 100 ..t\..
, -

16 IN.' de referencia15050260 Rev.A ESP
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correc-
tas'

% de
llamadas

100

Febrero deZ014

100

--T 100-

100

O

O

O

N.O de

llamadas
incorrec-
tas(,

O

O

Jo

137

131

133

N.°rle
llamadas

correctas por

muestraS

O

O

N.Q de
ausencia
de
1Iam.,das"

• O

;!-__12~_9_~ Lo_ _ __J ]00

'O _ o .117 _o_l~ ~OO__ J
O ~_~ 117 _~ O_~

10 113 O 100:n=-_~=E Lo" oO-'_J 100

[O 121 O 100

o Ií23 E.=-=r0o
rO 127 O 100
lO. .1136
ro 132
' __ mum_no T n_

O -------l 115ío-- 117

]32

131

133

137

]36

134

115

117

121

N.U de llamadas
por muestra que
se pudo realizar-'

123

127

129

129

113

117

117

15

15

15

15

]5

15

15

15

15

15

15

15

15

N.O tolal de

muestras

analizadas2

15

15

15

13

13

13

13

13

N.ade
muestras
únicas

]3

13

13

• 13poli-TeS);

SNV

Poli-T (S);

19%GC

Poli-A (5);
Poli-T (5)

Poli-A (6)

Poli-T (6)

Poli-T (5)

Poli-A (5)

26 % GC;
SNV

Poli-T (5)

Contenido

genómico del

amplicón

Poli-T (10)

Poli-T (5)

Poli-A (5)

5S%GC

134

115

]23

133

117

]37

131

]29

132

136

127

121

Tamaño del

fragmento

analizado1

113

117

117

129

11

11

11

11

11

11

11

11

11

Cromosoma

11

11

11

11

11

10

13S

136

137

135

134 11

123

17 I N.O de referencia 15050260 Rev.AESP
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Febrero de 2014

O I 100

O 100

O 1100

O 100

O -1 100

O 100

100

O 100

100

O 100
._._---_ ....•

100

O 100

.J~.....1100

ce
O 100

1 O 1 100 ~

~O

1 O

O

124

122

116

133

117

122

O 114

O

O

o
o
O

o
o

l O
O

-1.....j .O 123

-_._.- -_._--

_~[o----I_l23__

115

124

133

117

116

122

122

128

115

~ __ T_o_~I125
121

1
131

131

1 128

133 O 133

[136-----:1_0. __ J 136

124 O 124

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

13

13

13

13

'IY3 J 15 [125

13 15 121cn--] 15 F--
13 15 114

l'oli.A (5)

Poli-e (5)

SNV

59%GC

Poli-A (5)

c---~121

115

______ PO_I_i-_A_(5_l 1_3 15 ..••L 131

131

13

154

152

148

144

143

142

139

140

N.O de N.o de N.o de % de
Tamaño del Contenido N.O de N.Q total de N.o de lJamildas

ausencia llamadas Ilamildas llamadas
Amplicón Cromosoma fragmento genámico del muestras muestras por muestra que de

analizado1 amplicón únicas analizadas2 se pudo realizar'
correctas por ¡ncorree- correc-

llamadas" muestraS las' tas7

_15_3__ ~[!_3 l25_- L_. _
13

Poli-T (6)

_1_51 -I13-~-123--J __~~_lo_~T_¿_¿_;__ .. -_-_113 J__15 ] 12~

18 I N.O de referencia 15050260 Rev. A ESP

~~c;= 155 .:],_1_3 J 123
cn"'!e- . - ~.
-j ~. - 156 13 114
~,..,..):?~
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O121
_12_2 =ro=J 15

15

_____ ..1 13

13

135

119

I?_2 [O ]}00
121 O 100

_123 ~_P_O_li-e_(_5)__ ~T13--=r_1_5 1_2_3 [ O [ 123 1 O 100

13 15 119 O 119 O 100113 [1s---}119-- ---~~_0 1__1_9__ ~rT_-__ [ 100

13 15 135 O 135 O 100
_11_9 ["61: % CC

[122

121

17

159

l ~~- ---~
165 17 116 Poli-C (6); 13 15 116 O 116 O 100

60 %GC;
SNV

~ 16

160 16

_L-.._16_1_-_-_1 16
,

~:::
: 164

N.O de N.O de N.O de % de
Tamaño del Contenido N.O de N.O total de N.O de llamadas

genómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento muestras mucstras por muestra que
de incorrcc~

analizado1 amplicón únicas anali7...adas2 se pudo realiz.,r3
correctas por correc-

llamadas4 muestraS 'as' tas'

157 13 119 - 13 15 119 10 1 119 j O I 100

~8 14 122 58%GC 13 15 122 O 122 O 100
- -~- ---- ---

Instrumento MiSeqDx""

19 I N" de referencia 15050260 Rev. A ESP

166 17 123 13 15 123 O 123 O 100
~--~

10
J:N0---'17 116 62%CC 15 116 O 116

17 118 Poli.C (5); 13 15 118 O 118 O 100
65%GC

169 J 17 1};--1-. --- ] 13 15 [129--- ~JO 129 [0- -"]100
170 17 131 Poli-G (6); 13 15 131 O 131 O 100

67%GC;
ro SNV

--- -~----
171 17 127 61 %GC 15 127 O 127



1

corree-
tas7

% de
llamadas

100

100

100

100

100

100

Febrero de 2014

N.a de
llamadas
j ncorrec-

tas!>

O

O

O

O

N.O de

llamadas
correctas por

muestraS

141

139

131

O

N.O de
ausencia
de
llamadas"

O

lo
,

'O

lo,
O

N.O de llamadas
por muestra que
se pudo realiz.:1r~

141

139

122

131

129

133

134

124

114

118

118

112

138

131

118

N.(l total de
mucstras

anal izadas2

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

13

N.Q de

muestras

únicas

13

13

13

13

13

13

13

59 % GC;
Región homóloga
en un cromosoma
diferente

67%GC

Poli-A (6)

Poli-G (6);
66%GC

64%GC

60%GC

Contenido
genómico del
amplicón

61 %GC

Poli-C (5)

58%GC

Tamaño del

fragmento

analizado'

141

118

139

131

114

122

129

133
118

138

131
112

118

124

134

19

19

19

19

Cromosoma

18

18

18

18

18

18

18

18

17

17

17

184

183

172
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Instrumento MiSeqDx™

\ Contenido
N.o de N.l.!de N.llde % de

Tamaño del N.U de N.Ototal de N.o de llamadas
fragmento genómico del

ausencia llamadas llamadas lIólmadas
Amplicón Cromosoma muestras muestras por muestra que de

analizado1 amplicón únicas analizadas2 se pudo realizar3
correctas por incorree- correc-

llamadas4 muestraS tas' tas'

187 19 121 Poli-C (5); 13 15 I 121 O 121 O 100
72%GC;
Región homóloga
en un cromosomal diferente I i

188 19 138 58%GC 13 15 138 O 138 O 100 I
\89-=ri9-~ 123 [M%GC 13 15 1123 ~

O 1123 ----r-~ 100

r 190 19 138 13 15 138 O 138 O 100

: 191 [20 =:J 117 E(5) J 13 15 ]2i7 O p-~- [O--~ lOO

~
22 136 Poli-A (7) 13 15 136 O 136 O 100

193 ] 22 122 Poli-A (5); 13 [ 15 .I22 O [22 -- ._]O 1 100
Poli-C (5)

r 194 22 122 62 %GC; 13 15 122 O 122 O 100
SNV

195 22 :J 119 66%GC [i3 1
15

1
119 I O j119 rO 1

100

I "Fragmento analizado" hace referencia -al tamaño de]a región genómica secuenciada en bases, sin incluir cebadores específicos según el objetivo.

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

3 El número de muestras o llamadas que se pudo realizar es el número de bases que presentaban una calidad adecuada para que el sistema las llamara. ~~ :1.
4 El número de ausencia de llamadas es el número de bases de un amplicón que genera una ausencia de llamada en el experimento. ~ ~ :"'1 .~.

5 El número de llamadas correctas por muestra es el número de bases del amplicón llamadas que arrojaron resultados que coincidían con el conjunto l\~~la ~ fl
secuencia de referencia del genoma humano y la referencia compuesta bien definida. ~~W. ."
6 El número de llamadas incorrectas fue el número total de llamadas incorrectas de SNV (variantes de nucleótido único) o inserciones y deleciones en el amplft ..
Se incluyen más detalles sobre las llamadas incorrectas en las siguientes notas al pie.
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~i'fSt~ento MiSeqDx™

~ 7 El porcentaje de llamadas correctas es igual al índice de llamadas correctas de todas las bases del amplicón, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de
\ nucleótido único) o inserciones y deleciones se basa en información de referencia compuesta bien definida, y la llamada correcta de las bases en el resto de la

secuencia del amplicón se basa en la comparación con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir más de un
resultado esperado para un amplicón dado si algunas de las muestras contienen una inserción/deleción y otras no como, por ejemplo, el amplicón 9. El porcentaje
de llamadas correctas de muestras con resultado incorrecto se muestra en la tabla .

. 8--EIanlplicóri" 9 Incluye un experiirierito~h6ni.opolimé-dco-ae-14-bases A d-e acuer-dó con el conjunto '19 de Ll"-secuéncia de referencÍa--dergenoma humano. No
obstante, la información de referencia compuesta bien definida para 7 de 13 muestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras,
esta deleción de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisión de la secuenciación de MiSeqDx.

9 El amplicón 46 incluye una inserción 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 El amplicón 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 ]5 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras,
esta inserción de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisión de la secuenciación de MiSeqDx.

~

ro -
- ".
O m en
en" .
~zo< .
-j~)J
rn .l>o- )~

"" -,»(fJNrTl
~()>
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Inslrume lo MiSeqDx™

9442
La siguiente tabla contiene datos del estudio 1 presentados con la coincidencia de porcenlaje negativo y po itivo,
donde los resultados de las variantes se comparan con la información de referencia compuesta bien definid para los
cálculos de la coincidencia de porcentaje positivo. Dado que la información de referencia compuesta solo ptoporciona
resultados de las variantes de nucleótido único y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base nO

J
ariante se

comparan con el. conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los cálculos de la coin ¡dencia de
porcentaje negativo. Todas las bases no variantes arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de r~ferencia.
Todas las variantes de nucle6tido único arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de referencial Las
variantes perdidas eran inserciones de una base o deleciones de una base en regiones homopoliméricas.

labi.; :~ Coinddenda de l()s resultados de la llamada de bases de la plataforma MiSeqDx con los datos de refercnd a de
13 muestras bien definidas

~!ode
Variantes Variantes Varian. Bases no Coinciden- :oinciden.

N.O de cobertura variantes cia de ia de
:t\-{uesua amplico- de

esperadas llamadas tes llamadas porcentaje porcentaje
por mues- correcta- perdi-

nes amp'lico- correcta. positivo~ egativo5

tra2 mente das'
nesl mente (%) %)

NA12877 195 100 19 17 2 24418 89,47 00

Lr'A12878 195 100 19 17 2 24417 89,47 00
-~- -- -- -- --- - ---

100

100

100

100

100

19

22
19

24
20

17

20
18

23
18

2

1 El porcentaje de cobertura de nmpliconcs es el número de bases de los amplicone..c;secuenciados con confianza.
1 EnlTClas variantes esperadas por mue.••tra se incluyen tanto las variantes de nuclcólido único como las inserciones y deledo lCS.
J Para las variantes perd idas, consulte la primera tabla del estudio '1y las nolos al pie de la 8 a la 10. I
~Coincidencia de porcent.:1;Cpositivo (PPA) = lOOxTP/(TP+FN), donde los positivos verdaderos (TP) son el número de lIamnkas de

variantes POS.¡tivas en coordenadas genómicac; donde las variantes se presentan de acuerdo con la secuencia de referencial e!
alelo mutante lIarn.1do concuerda con la secuencia de referencia (columna IInmada 'Variantes llamadas correctamente"), y I s
falsos negativos (FN) es elnllmero de llamadas de variantes negativas en coordcntldas genómicos donde las varitlntes se
presentan de acuerdo con la secuencia de referencia (colunma llamada 'Variantes perdidas").

5 Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) -100xTN/(FP+TN), donde los falsos positivos (FP) son el número de llamadas e
variantes positivas en coordenadas genómicas donde las variantes eSlán ausentes de acuerdo con la secuencia de referencib, o si el
alelo mutante llamado no concuerda con la secuencia de referencia (no se encuentra en la tabla, ya que no se rea1i7.aronlIankdas
de variantes de falsos positivos en este estudio) y los negativos verdaderos (TN) es el número de llamadas de variantes nativas
en coordenndas genómicas donde las variantes están atLc;cntcsde acuerdo con el estándar de referencia (columna llamada 'Bases
no variantes llamadas cO~lamente").
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~,;)de
Variantes Varian-

Bases no Coinciden-
fi~:iden-

N.' de cobertura
Variantes llamadas

variantes cía de
Muestra ampl.ico- de

les
orcentaje

esperadas correcta- perdi- llamadas porcentaje
nes amplien- correcta- positivo3 legativo.

mente d.s
nes1 mente ('Yo) ~'ó)

NA12878 184 100 17 16 l' 23066 94,12 00

I Zook, JM et al. Integrating sequencing dalasets lo fonn highly confident SNP and indel genotype calls for a whole human g nome .
• rXiv:1307.4661Iq-bio.GNI. l

2 El porcentaje de cobertura de ampliconcs es el número de b••ses de los mnplicones secuenciados con confiaIl7",'.
) Coincidenci ••de porcentaje positivo (PPl}) ""lOOxTP/(TP+FN).
4 Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) ""l00xTN/(FP+TN).
~La vmianle pcrdidn es la deleeión de un par de bases en el amplicón 9 durnnlc el experimento homopolimérico de 14 bases no
llamadas por el instrumento MiScqDx que está presente en la secuencia del NIST. Tengn en cuenta que la secuencia del N1ST no
incluye la inserción de un par de bases en el otro homoJXllimero de bases A que est",ba presente en la otrn base de datos d
rcferencin utili7.<"l.daanteriomlcnte en el esuldio 1.

Estudio 2
Los resultados de la secuenciación del panel del amplicón anterior se compararon con un genotipo muy se ro
definido para la NA12878 por el instituto de estándares y tecnología de EE. VV., Nalional Institute of Standards and
Technology (NIST) (v.2.15J). 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 van antes se compararon con el conjunfo 19 de la
secuencia de referencia del genoma humano. l
1Jhl.l;\ Comparilción de los I'csu1tndos de sccucnciación de la plataforma rV1iSeqDx pilTa la muestra NA12878 ron 1 bnsc de
dotos del NIST

Instrumento MiSeqDx'"

Estudio 3
Se llevó a cabo un estudio de precisión adicional para evaluar el rendimiento de pequeñas inserciones y de eciones en
un ensayo tipico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quíslica MiSeqDx de IIIumina, que incluía un subcohjunto de
variaciones genéticas de CFTR de interés clínico analizado con el software MiSeq Reporter mediante el f1ujd de trabajo
de secuenciación selectiva de ADN de la plataforma MiSeqDx. Las inserciones y deleciones buscadas se dettctaron
donde se esperaba con gran certeza. Estas muestras se caracterizaron mediante secuenciación bidireccional de Sanger
como método de referencia paTa establecer la secuencia prevista.

¡001,1 .1 Resumen de lo detección de inserciones y deledoncs am la plntaforma MiSeqDx

N.O de llama- N.O de
N.O de

N.O de
N.O de ~.~de

Tamaño Contenido ausenria Ilama- lIama-
Ampli- de genómico daS! ,muestra bases de

llamadas
das das

eón fragmen- del ampli- que se pudo llamadaS! correctas!
lIama- ineorree- conec-

to eón realizar muestra das
muestra

tastas

129 Inserción 130 130 O 130 O 100
de una base

2 154 Deleciún de 151 151 O 151 O lOO
tres bases

3 167 Deledón de 165 165 O 165 O lOO
dos bases
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Tamaño Contenido N.O de lIamn~
Ampli- de genómieo das! muestra
cón fragmen~ del ampli- que se pudo

to cón realizar

4 134 Deleción de 133
una base

5

I
132 [~dónde "131

una base

6 129 Deledón de 128
tma base

"".---

MiSeqDxT"

4 a
N.O de

N.~de
N.Q de

N.O de % de

bases
ausencia

llamadas
Jlama- llama-

llamadaS!
de

correctas!
das das

muestra
llama- incorrec- corree-
das

muestra tas tas

133 O 133 O lOO
----

131 O 131 O lOO

128 O 128 O lOO

Los datos que arrojaron estos estudios de precisión corroboran la afirmaci6n de que la plataforma MiSeqDx uede
secuenciar con precisi6n lo siguiente:

•

•

•

•

•

•

•

Contenido de CC mayor o igual a 19 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados co un 19 %
de contenido de CC se llamaron correctamente). 1

• Contenido de CC menor o igual a 72 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados co. un 72 %
de contenido de CC se llamaron correctamente).
Longitudes de poli-A menores o iguales a 7 (se llamó correctamente la repetición de poli-A de siete
nucleótidos en 270 de 270 amplicones secuenciados con poli-A = 7).
Longitudes de poli-T menores o iguales a 8 (se llamó correctamente la repetición de poli-T de ocho
nucleótidos en 270 de 270 amplicones secuenciados con poli-T = 8).
Longitudes de poli-G menores o iguales a 6 (se llamó correctamente la repetición de poli-G de seis
nucleótidos en 405 de 405 amplicones secuenciados con poli-G = 6).
Longitudes de poli-C menores o iguales a 7 (se llamó correctamente la repetición de poli-C de siete
nucleótidos en 135 de 135 amplicones secuenciados con poli-C = 7).
Longitudes de repetición dinucleótida menores o iguales a 5x (todas las bases de 135 de 135 ampli ones
secuenciados con repetición dinucleótida de 5x se llamaron correctamente).
Longitudes de repetición trinucleótida menores o iguales a 4x (todas las bases de 810 de 810 ampli -ones
secuenciados con repeticiones trinucleótidas de 4x se llamaron correctamente).
Inserciones de una base y deIeciones de tres o menos bases

Dos de tres inserciones de una base comprobadas se llamaron co.rrectamente. Se realizaron lIaIdaS
correctas para dos .inserciones de una base en regiones no homopoliméricas en 82 amplicones. o se
llamó una inserción de una base en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el crom soma 2
en 135 amplicones.
Tres de cuatro deleciones de una base se llamaron correctamente. Todas las llamadas correctas se
realiza-ron en regiones no homopoliméricas en cuatro amplicones. No se llamó una deleción de una base
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 deIeciones de u'es bases en 21 muestras.

•

Reproducibilidad
La reproducibilidad de la plataforma MiSeqDx se determinó con dos ensayos típicos.
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Estudio 1'¿'~!Lotp;f:(:?:'}
Se ha diseñado un ensayo típico para buscar una variedad de genes en 24 434 bases de i9~rorti.ósomasditer ntes con
posibles exones clinicamente relevantes. En el estudio se analizaron 13 muestras en nueve experimentos con tres
instrumentos MiS.eqDx diferentes y tres operadores diferentes (rabIa 5). Se utilizaron dos lotes de consUmiJes de
secuenciación y un único lote de reactivos de preparación de bibliotecas. Las 13 muestras corresponden a d s padres
y 11 niños que varios laboratorios habían secuenciado con frecuencia mediante diferentes metodologías de
secuenciación. Se analizaron dos muestras por duplicado, por lo que cada experimento arrojó resultados pa a 15
muestras. ~
Para la evaluación de la reproducibilidad lote a lote, se analizaron 94 muestras y dos controles sin plantilla e los tres
lotes. Cada lote se dividió para realizar dos experimentos de 48 muestras con el fin de analizar todos los rea! tivos y
combinaciones de cebadores de Índice posibles. Un único operador completó todos los experimentos de sec~enciación
con un único instrumento MiSeqDx con el fin de eliminar cualquier posible variación provocada por el op radar o el
instrumento (Ta bl a 6).
Se determinaron las llamadas correctas de las variantes de nucleótido único 1TIediante la comparación de lo datos del
estudio con información de referencia bien fundamentada. No se obtuvieron experimentos erróneos ni se re lizaron
nuevos experimentos para el estudio de reproducibilidad. Las siguientes tablas muestran los resultados de os
estudios para la evaluación de la reproducibilidad del sistema.
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~strumento MiSeqDx™

¡¡mi,):) Resultados de reprodudb.llldad enrie blS!1UJllellto:> del C'studio

I MiSeqDx 1 -~~" ,
. ti O

00 ID

~.:-'de
llama-
das
corree-

tas5

N.O total
de
llama-
das
incorrec-
tas'

N.'
tolal de
ausen-
cia de
nama-
das3

I MiSeqDx 3

corree.
tas5

% de
llama-
das

N.O total
de
llama-
das
¡ncorree-
tas4

N.'
total de
ausen-
cia de
llama-
das'

I MiSeqDx 2
% de
llílma-
das
corree--
tas-O;

N.ll tolal
de
llama-
das
incorrec-
tas'

N.'
total de
ausen-

cia de
Ilama-

Idas'"

N ....de
mues--

procesa-
das'

Contenido
genómico
del ampli-
eón

lamanu
del
fragmen-
lo
analiza-
do'

Cromoso-
ma

Ampli.
eón

99,34'

100
I

100

lOO
lOO
lOO
100

lOO

\..

O

O

O

O

O

O

O

O

O

lOO

lOO

99,61'

100

lOO

O

O

O

O

O

O

O

O

O

lOO
lOO

lOO

100

100

lOO

O

O

O

O

O

135
135

135

]]4

I-----=r~"------£~ln - 1~ O O
-- ----- ~- - - ------ - -- --- :

1

I
1

I 2 1

3 I 2

/
4 2

5 2

6 2

7 2

8 2

9 2

la 2

2

2

2
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~lrumenlo MiSeqDx'"

"\:IN MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
I
MiSeqDx 3

,

Tamaño
- ,

~

N.o de
N.' total N.o N.o total N.' N.o total

• o")") del Contenido N.' % de % de
ro

mues- % deOt,: --- ~lmpli- Cromoso- "fragmen- genómico total de de total de de tolal de de
tras llama. llama- lIama-

<{ '3 ~ ~con ma to del ampli- ausen- llama-
das

ausen. llama- das
ausen- llama-

dasi'6 \ analiza- ron
proces.-1.-

CÍa de das cia de das da de dasve;-~ das' ¡ncorree-
concc-

lIama- incorree-
corree-

llama. ¡ncorree-
rorrec-

do' Ilama- las' las' tasS
das3 tas' das) tas' das3 tas'

I 14
3 131 l'oli-A (5); 135 O O 100 O O 100 O O 100

1'0li-T(5)

15 3 130 - 135 O O 100 O O 100 O O 100

16 3 130 - 135 O O 100 O O 100 O O 100
-

17 3 117 - 135 O O 100 O O 100 O O 100

18 3 136 l'oli-T (5) 135 O O 100 O O lOO O O 100

19 3 131 l'oli-T (5); 135 O O 100 O O 100 O O 100
SNV

20 3 123 l'oli-A (5) 135 O O lOO O O 100 O O 100

21 3 117 l'oli-A (6); 135 O O 100 O O 100 O O 100
Poli-T (5);
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

22 3 119 Región 135 O O 100 O O 100 O O 100
homóloga en
un
cromosoma



\•••••

135

~ -W _

~7.\,.u)-u_
'- 'N (/)

'-"<t::E

MiSe Ox 1 MiSe Ox 2 MiSe Ox 3
_' ..• ~' w.•..r61-__
~ )zV)

N.O de N.O total N.O N.O total N.o N.o total
-lr_r
-u.¿:U)

mues- de
% de total de de

% de de
% de(JJw O

llama- lIama-
total de 'o:

tras llama- Ilama-
l1ama~ Ci ID

das
ausen- das

ausen- llama- das O
procesa- das da de das cia de das
das' inCOTree-

corree- lIama- ¡ncorree-
corree.

¡ncorree-
corree-

Ilama-

I
las;

das) tas'
tasS tasS

tas' das3 tas'

135 ~ 100 1° O 100 O O 100

135 O , LlOO O O 100 O O 100

135 C,l:J O O 100 O ] O ] 100

135 O 100 O O 100 O O 100
,

135 ,-=1 O
: '

100

135 O ' i 100
---~

O 100

135 O 100 O O 100 O O 100

135 __ J O 100 100

135 OPoli-T (5)

l'oli-A (5);
SNV

121

-~O
l'oli-A (5) 135 ~

__ ~_~~5_] O :
135 O

4

29
30
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l,Q¡menlO MiSeqDx™

"tJf
~

Tamaño
del Contenido

Cromoso. fragmen- genómico
ma lo del ampli-

analj7..a- ron
do'

23 P 120

24 3 129 l'oli-T (5)

25 4 133 Poli-C (7);
66%GC

26 4 135 Poli-C (5);
69%GC

SNV



:
100

100O

MiSe Dx 3
,,' - (/)

N.o N.O total =! •..':£>-
01 dcC/) u en

lolal de de 10 w O

ausen- llama. llamae ~ ro
da de das

das O a

lIama- i.ororrec-
corree-

das3 las'
tasS

O O 100

O

MiSe Ox 2

N.Q N,O total
% de

lolal de de llama-
ausen- llama-

das
cia de das
lIama- incorree-

corree-

das' tas'
tasS

1 O O 100

O O 100

100

100-- I

100 O O 100 O O 100

1
100 O O 100 O O 100

~
O

O

O

O

O

O

Febrero

O

O

o
O' L
O O

I

_: -----.1 : --~_;_::_:_~[: J:-=r_:_:_:_~[: -~-- 1:::-~
O u_ J O =>0=0=l-o~--_-.0.=-:=J-l-00--[y-] O "[100 - - .

, 100 O O 100 O O 100-¡ O : ~;OO - r-~ J 100 :1 O l O 1100

O , ; 100 O O 100 O O lOO--E - J '--100 ] O ro ---==roo} 0-- -e--- -- lioo.-
O 100 O O 100 O O 100

--F~ 100 - JO -- ::T_o~[io~~o__ IO
__ 0__ =:1_ 1~~_~_0 0 ._~1~00_~_0_ O135

135

135

MiSe Dx 1

N.O de N.O N.O total % demues- tolal de de llama-
ausen- llama- dasprocesa- cia de das

das' corree.
llama- ¡ncorree-

tasS
das' las'

135

135

135

135

r 135

135

[ 135

135

1 135

135r- 135

Contenido
genómico
del ampli-
cón

Poli-T (5)

Po ti-A(7)

__~Oti-A(6d

SNV

Poli:A (5); [-
Poli-T(5);
SNV

- - ~---- - - -- .-

Poli-T (5);
SNV

133

4

4

4

4

1anlanu
del

Cromoso- fragmen-
ma to

analiza-
do'

4

_4 ~1_~~~ ~o_I~!~6~_L
131

129

46 4

[;12--
133

_4 [;35-
122

_4_5__ ~4 ] 117

124

:47-=r4----}lJ7-
i 48 4 128

~49-Te ~-]12~_
50 4 133

r 40,

37
r 38
39
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~mento MiSeqD:.TM _

Tamaño
del

Amplí. Cromaso. fragmen-
cón ma to

analiza-
do'

Contenido
genómíco
del ampH-
cón

e Ox1 1~_qox2 i eQDx 3 - .,.. r--

) z: Ul

N.o de N.O total N.' N.' lotal N.' N.o total =t;2~
mues- de

% de
tolal de de % de % de ~~ O

Jlama- lotal de de ro -
tras llama- Barna-

Ilama- Ilamai) O en
das

ausen- ausen- Jlarna-
praces,l- das cia de das das

cia de das das

das'
corree-

Ilama- ¡ncorree-
corree. corree.

lncorree- llama- incorree-
tasS las' tas'

las' das' las' das' las'

lOO

lOO

100

lOO

lOO

100

100

100

[ 100

100

100

lOO

lOO

=I~~lOO

lOO

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

100

100

lOO

lOO

100

[ lOO

100

1100
lOO

O

O

O

O

O

O

[ O
O

O

1 O

O

: lOO

lOOO

126

129

132

_1_12 ~l135i O ~~ O

135 O ' I 100

[ L~-~-.L~lOO
135 O I I lOO

T131--I_-' ~[135 [O - -lOO Jo
135 O lOO

5

5

[ 5

I1 4

1 5

51

119

1120 [POíi-A (5) L135= J O

119 135 O 100 O O

1118 [_~ __ -J~~~-~~o-F=1O
112 135 O r 100 O O

_6_1 __ .~=[uo--T 135_J O

62 5 120 Poli-A(5) 135

; 63 1_5_~[_]]_5 --l.ccm_) =1~3_5_-.~E~ 100-
U ro-=r==r~O O

, 64 5 ]]2 SNV 135 O lOO O O lOO O O

'65- -I_5-_---_]_13_5 ~[P:;¡¡-T(6) l13~ __ E----.:100-J O ] O ~'F~ -1_0-__
1_66_.__ 5_ __1_3~1 6_3~%_G_C . _13_5 ~~ 1100 O O lOO O O--_._----

~._5_5__ I5
, 56 5

>
I 58>9
I 60

I 52 4

~=-I_4__ ~
! 54 4
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, Instrumento MiSeqDxTM

Cromoso-
ma

lamano
del
fraRmen-
to
analiza.
do'

Contenido
s:;enórnico
del ampli-
cón

--<>: <:
-;J~ <.

:: vi
<cUT-

Dxl MíSeqDx 2 MiSeqDx 3
N .•.•1(1)

:¡
- <:( v UJ

N.o de N,' N.o tolal N.' N.o to~,1
-=0: .......-

N,' N.o total % de % de o, d >07.(/)
10 e....J ¡.." ••.. >-

mues-- total de de tolal de de lolal de d. -u¿U)
llama- lIama- Ilam¡f[>UJ O

ausen- llama- das
ausen- llama-

das
ausen- llama- 'rr

procesa- das cia de das das das ~ o ro
cía d. da de O

das: ¡ncorree-
corree-

Ilama- incorrec-
corree- corree-

Ilama- Ilama- incorrec-
tasS

das' tas'
las' tasS

das' las' das) tas'

lOO

lOO

lOO

lOO

lOO

lOO

lOO

lOOO

O

O

O

O

O

100

100

100O

O

O 100 O O 100

lO 100 ] O O 100

O 100 O O 100

N

I O 1
100 I O I O J 100 ~2<>

~

- :?;
"- ...: ¡¡¡

j~";'

O

O

lOO

100

100
. I

O

O

E-- 100 [_0 -0---

J O

O

O

O

O

O

O

i
I

o~j O : _: 100 _O [O---rOO
--P-=r--l_100

O O 100 O

-.JO - --- -100]~_0 _
O ' , 100 O135

135

135

135

135

135

135

135

.. _ . 1
Poli-A (5);
Poli-T (5)

Poli-C (5);
63%GC

59%GC; 1
SNV 1

PatinA (5);

59%GC

_1

.J
60%GC------- .1
-

--- -~--

1_~2_1._n' • _J ,
5 135 O O 100 O O I~ O O

... 1.- ... __ ._. ___ o

5 132 Poli-A (6); 135 O O O O 100 O O
Pali-T (8)

76 7

74 7

69 ]-7 --- ]233n

70 7 120

~ 71 7 [135--
I 72 7 126

123

_,_77 7 [1!~~

i 78 7 133
!

_73 7 [~~4-_~__~.~-1
122

67

r 68
I
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I Instrumento MiSeqDx™ ~ .- -
I

- Z en
, ~) ";1>,

~~
9';:~

MjSe!jOx 2 MiSenDx 3
_ , u

- l

." O~ ,'"'--=~z (Jj

~~.~~
Tamaño N." de N.' N.(1 total N.' N.O total N.' N.O total =ZJ::?:¡;;

~ •. pli- del Contenido % de
total de de % de % cf£~ Q

Cromoso- frae:men- e:enómico mues- lola) de de lIama- Ilama- lolal de de lIa~-o al
-. Il: ma del ampli- ausen- lIama- ausen- Ilama- ausen- llama-
i ~ n lo das das das

w:f!3" analiza- eón
procesa- da de das da de das cia de das
das'

corree- corree- corree-
llama- ¡ncorree- Ilama- incorree- lIama- incorree-

.ln' ta55 las' ta55
das' las' das' las' das' las'

01'
'~

~

~

}700
100

___ -_1100-
100

[100--
'---- ,

100

100

____ J 100

100

~ rwo---
100

I O I O [100 - 10-- ~ O

O O 100 O Ouro-=:] O 100 [Y~-To-.100

-
100 O O 100 O O 100

N
Ql

- i5
O

r

100 O O 100 O O

~l~[O---- nI O ---I100- 10--J O

100 O O 100 O O

O

O

O

O

~ __ ro ---' : 100

O : 100

135

135

Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

Poli-T (5) 135 -] O
- - - ~-

l'oli-A (6) 135 O
- Io60%GC 135

57%GC 135 O

Poli.T (5) 135 Jo-
135 O

1219I 92 L-O-_....J..-O--.-- _.1 1¡~0 0 0 10~0 0 O 100 ~~

~~ ~ ~~ ~_~ __.-.J-_ _'>.-", -~~~

- FPbr~e2014~=-

:ss 7 L~~
¡ 86 7 123

>7 1 8 [127

88 8 129

89 J! --=rI3O

90 9 116

91 9 119

80 7 135 135 O O 1UU O U 1UU O O

]~7 ~I18
- -- - -- -- - JY~E~ TO - -- J I~oo 1 O ~81 135 100 O O

- - ----

82 7 136 67%GC 135 O O 100 O O 100 O O

!JJ 7 1131 58 %GC .I35_---=J O [o 100 O [O [1"00 - ~.-=l O
-- -_._-- _._- .. - . - - .

84 7 119 Poli-G (6); 135 O O , 100 O O 100 O O
61 %GC
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Instrumento MiSeqDx'" <{-.:
_J..u .
LU_- ~

,'," Zz u:i~<X:u..-
~N(/)

l--Mi5.e.QQ
~:;

qJ)x1 MiSe~Iix 2 .J •.•.'"'f W

Tamaño
del Contenido

N.' de N.\1 N." total N.' N." total N.o N.o total
l .~,;

% de % de
) - Ul

mues- o' w O
Ampli- Cromoso- fragmen- genómico total de de tolal de de tolal de de

¡O

Ilama- 11ama-
'0:

tras lIam'11- ID

eón ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- llama-
das

3uscn- llama. 00

anali~1.- eón procesa- da de das cia de das cia de das
das

das' incorrec-
corree- llama- incorree-

corree-
llama- incorree-

corree-
do' llama- ta•• ta9 las'

~
dasl tas' das3 las' das3 las'

~
93 9 117 Región 135 O O 100 O O , 100 O O 100

homóloga en

(J)
un
cromosoma
diferente

94 9 114 135 O O 100 O O 100 O O 100

95 Poli-A (14) 99,22

96 9 114 Región 135 O O 100 O O 100 O O 100
homóloga en
un
cromosoma
diferente;
SNV

-97~ 9 [122 - -r-. -y;-~ O CC-T"iOO-=] o-ro El O O 100

98 9 127 Poli.A (5); 135 O O 100 O O 100 O O 100
Poli.C (5)

99 9

100 9 138 64%GC, cm [~---J [ O lo101 9 135 100 O O

102 9 116 135 O O 100 O O O O 100

~

.. --" - •.----_.
O <ri£'''

~ \ =f3
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lOO

lOO

lOO

corree-
tasS

lOO

100

100

100

f-

N.O toL,1
de
llama-
das
lncorre¡:...
tas'

O

O

O

O

O

O

eqDX-3

N.O
total de
ausen-
cia de
llama-
das'

O r---pÓO-

O O lOO

O ry--I}üo--
O O lOO

O

O

O

O

O

O

lOO

correc-
tas'

% de
llama-
das

100

100

lOO

1 100

lOO

lOO

100

lOO

lOO

N.t! total
de
llama-
das
inrorrec-
tas'

O

O

O

O

O

O

[0

eqD

ausen-
cia de
llama-
das'

N.'
total de

O

O

O

O

correc-
tas5

% de
llama-
das

tas'

N.' total
de
llama-
das
¡ncorree-

O 100 O Oro-~~=ro==rO
O _~ J lOO O O

N.!!
total de
ausen-
cia de
lIama-
das3

procesa-
daS:

135 O

N.O de
mues-

135 O

135 O
26%GCL

Contenido
genómico
del ampli-
cón

lamano
del
fragmen-
to
anali7.a-
do'

121

[129
122

l133 POU-A(5l1' 135 O L lOO
57%GC

-- -- -- - - --_. - ---

,::__ ;:;}:: : T '00 ~

I

:::

]]8 70%GC 135 O ~

[~ 62%GC_l 135 O_~

120 60%GC 135 O O 1:' lOO

[139__ ~~~GC; l 135-- -o-u-e lOO l O

118 57%GC 135 O O ' : 100 O

123 --- Poli-T(5) - r 135 --- 0----1 o : : 100 I O

la

Cromoso-
ma

la
la

103 9

L.!2
]]~ la

[ 114

Instrumento MiSeqDx™
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C\!~rlSlrumenlo MiSeqDx'" «.«-_lO «w_
O- ZZ uj

:<.. ~-
,

~-, , • LMiSe<¡DX-3
r'l .' (f)

't' 1iSeq 1iSeqO,,-Z "''<1~

~iJl, """• Tamaño ""~I-
del Contenido

N.O de N.O N." total N.' N.O total N.o N.o total zU>
% de % de ~,: >-

Ampli- Cromoso- fragrnen- genómico
mues- lolal- de de lolal de de lotal de de

(~'Ó

tras lIama- lIama-
eón ma lo del ampli- ausen. llama-

das
ausen- llama-

das
ausen- .IIama-

analiz.."\- eón
procesa- cía de das cia de das cia de dasdas:!

Hama- incorrec~
corree-

lIama- ¡ncorree.
corree-

llama- ¡ncorree-do' ta9~ t••• t•••
das) tas" das) las' das' las'

115 10 I 124 Poli-T(S); 135 O O 100 O O 100 O O 100
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

116 10 135 CA(4) 135 O O 100 O O 100 O O 100

rT=r100 I O O Jl00

O 100 O O 100

[! 1 100 lo ] O [1o-o~'
O 100 O O 100

E-JO [0- -:1100 I O

135 O O 100 O

135 [ O =J~o=l 100 [ O

135 O O 100 O

~-x--10_~~100 [ O

135 O O 100 O
._------

SNV

J__

117 10 135 Poli-A(6); 135 O O 100 O O 100 O O 100
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

I 118 10 119 Poli-C (5); 135 O O 100 O O 100 O O 100 ~,

: ::::: ::~
L-i21=r 10J 117

r 122 10 116
l

~23 :]10 ----:J 129=r 58% GC
124 11 117 Poli-T(10)
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InstrumentoMiSeqDx™

i e Ox 1 MiSe Ox2

liJmilnU

del Contenido N.~de
N.' N.O total

% de
N.(!

Cromoso- fraAmen- genómlco mues- total de de 10t.1de
l1ama-

m. to del.mpli- ausen- llama- d.s
ausen-

analiza- eón procesa- da de d.s da de
d.s' incorrec-

corree-
llama-do' Il.m.- las'

d.s' t.s' d.s'

N.1l total
de
Ilam.-
d.s
incorrec-
t.s'

MiSe Ox 3

% de
N.'

llama-
lot.l de

d.s
ausen-

cia de
corree-

Il.m.-
tasS

d.s'

N.O total
de
Ilam.-
das
incorrec-
t.s'

100

_J
100

100

100

100

100

100

100

100

Febrerode2014

(1)

_\..~-~
O

O

O

O

O

O

O

O

O

100

100

100

100

O

O

O

O

O

O

O

O

100

100

100

100

11

11

11

11

138

136

137

135

125 11 1117 ~po~~_~3~ o_~ 100 l~O___ O 100 l 00
1126 11 113 Poli-A(5) 135 O O 1100 O O 100 O 100

; 127 11 [129-. ~~-- L~35 .m. ~ .. ] O ~-lo- -1o----1~10~0_~[ O }o- -=1100--:

. 128 11 121 1'oli-1'(5) 135 O O I ~ O O 100 O O 100

~L_l-_29_-_111 - ~23 ' __ -_~.':-:]~ _ 135 ~ ~ 100 J==O====TO- --=r 100 -0---- -[-0----1-0-0--

130 11 127 1'oli-A(6) 135 O O I [ 100 O O 100 O O 100

~1-31-- _11 1136 -1'017-1'-(6) 1- 135 - ()--.-] O ! ¡

132 11 132 1'oli-1'(5) 135 O O

_1_33 1_1 [215 - -~ - -: ---------I~135 _- ~O_.~==O====:,
134 11 117 1'oli-1'(8); 135 O O ¡

19%GC 11

134 ----1'~li~A(~); ;35 -_O_~-~----_L
1'oli-l' (5) ~

----- ~~._~~
131 1'oli-A(5) 135 O O

133_._~~~~;~Cr-135
-- __ .:. _n ~~

137 1'oli-1'(8); 135 O O ,
SNV
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ID

:
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100.

100

100

j <i.
100 d oíU E

l~
Febrero de 2014

N.O total
de
llama-
das
incorrec-
tas'

O

O

O

O

] O

I O I
lo'~

eq

N,'
total de
ausen-
cia de
llama-
das'

O

O

O

O

O

O

O

O

O

corree-
tasS

% de
llama-
das

100

100

100

100

100

100

100

100

100

N,' lotal
d.
llama-
das
incorrec-
tas'

O

O

O

O

O

O

O

J O

O

N.O
total de

O

O

O

ausen-
cia de
llama-
das'

O

O

O

O

O

O

corree-

tasS

llama.
das

% de

100

100

100

100

100

100
q ¡
, 100

: : 100

I 100
~

O

N.(! total
de
llama-
das
¡ncorree-

N.O de
mues-
tras

procesa-
das'

135 O135_=-C
::;--~
L~;--~:
135 .' I 1
135L.

135 O '

-lo :[ 135

135

I tas~

135 ._.1 O

135 O

1~5nJ O

135 O

1~35_---JO

Poli-T (6)

Poli-T (5);

26%GC

Poli-A (5)

Poli-C (5)

Poli-A (5)

Poli-A (5)

SNV

Contenido
genómico
del ampli-
eón

59%GC

123

115

[ 125

12113

13

13

13

13

13

Tamaño
del

li- Cromoso- fragmen-
ma to

analiza-
do'

154

152

151

150

153

149

139 11 131

142

• 143 J 12

144
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Instrum'll!''''_iS_eq~D_x_TM _
~-'l'. ~.

_J_ <:

MiS. Dx 1 MiSegDx 2
lamano
del Contenido N/J de N.(l N.o total % de

N.o N.O total
% de

Cromoso- fragmen- genómico mues- total de de total de de
lIama- llama-

ma lo del ampli- ausen- llama- das
ausen- llama-

das
analiza- ron procesa- cia de das cia de das

das' ¡ncorree-
corree-

Ilama- incorrec-
corree-

do' Ilama-
tasS las'

das' las' das' tas'

100
100
100

100

OO100

100

O

O

O

O

100

100

o

~-~
O O

13558%GC

1~19~_-_-_-_~-_._-_.. l-~~ 0- ----

_______l_ 135 __.__ 0_

~ ._J__~35 ._.
114 135

14

16

13

13

13

155

159
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. "

eqDx1 ~eqD 3
lamano
del Contenido N.II de

N.' N.O total % de
N.O N.O total

% de
N.O N.O total

Cromoso~ fragmen- genómico mues-- total de de total de de total de de
lIama- llama.

ma to del <Jll1pli- ausen- llama- das
ausen- llama-

das
.ausen- lIama-

analiza- cón procesa~ cia de das cia de das cia de das
das~ ¡ncorree-

corree-
llama- incorrec-

corree-
do' lIama- tas5 tas'

llama- incorree.

das' tas' das' tas' das' las'

169 ' 17
L1~_

i 135 O O 100~1 O O 100 O O ]00
1 j , r-~

170 17 ]3] Poli-G (6); ]35 O O , 100 O O 100 O O ]00
67%GC; l'SNV

175 ]8

L:.::6_ ]8

177 r 18

178 18

40 I N,. de referenaa 15050260 Rev.A ESP

]0 100

O 100

1 O [ 100

O 100

O 100

O 100

O rl~
O 100
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lOO

100

I 100L_
100

N.' total
de
llama-
das
inrorrec-
las'

O

O

o

ausen-

cia de
Jlama-
das)

MiSellDx 3

O

N.'
total de

correc-
tas;

llama-
das

% de

100

100 O

N.O total
de
llama-
das
¡ncorree-
tasi

o

O

O

O

ausen-
cia de
llama-
das)

MiSe Dx 2

O

O

lOO

correc-
ta!?

% de
llama-
das

100

100

N.O total
de
llama-
das
inearree-

O

Itas'

I O

.1
O

N.O
total de
ausen-
cia de
llama-
das)

o

N.O de
,mues-
Iras
procesa-
das'

135 O

Contenido
genórniro
del ampli-
cón

67%GC

59% GC; 135
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

64%GC

Poli-G (6);
66%GC

141

Tamaño
del
fragmen-
lo
analiza-
do'

139

122

Cromoso-
ma

19

19

Ampli-
eón

185

186

183

,
I 184

Instrumento MiSeqDx'"

•

- --- -
187 19 121 Poli-C (5); 135 O O 100 O O lOO O O 100

72%GC;
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

OO 100 O O 100

___ ~_0 0 [100 lo [_o__ J 100

O O 100 O O 100

__[o -10--- -1100 --ro-~l O 1 i
"_100~~

___ \-..-=~ O _~

~

º-Q1~

- ->
O

o iil

Febrero de 201'4

188 19 138 58%GC 135 O O 100

189 19 123 I64oiGC-] 135 1 O lo [ 100

190 19 138 135 O O 100

191 1.:20"" --[117 ----- Troli::r(5) 1 J3~ __ -1 O ".[0 ---1 100
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Instrumento MiSeqDx™
~_Ju ._ <l:
Z - ffJu_

1iSeqDx 1 l-MiSeqD.x 2 ~eqDX3 '"~i'cn

Tamaño I w

del Contenido
N,O de N,o N.' total N.' N.O total N.' N.' total

genómiro
mues- total de de

% de
toL.,) de de

% de
total de deAmpli- Cromoso- fragmen- tras llama- llama.

cón ma to del ampli- ausen~ llama-
das

ausen- .llama-
das

ausen- llama- al
analiza- eón

procesa-
áa de das cia de das cia de das

~
dai incorree-

corree-
lJama- inrorrec-

corree.
Ilama~ ¡nconce-do' llama- tao' t.o'

~
das3 tas' das3 tas' das3 tas'

192 22 136 Poli-A (7) 135 O O 100 O O 100 O O lOO

(j) -~- ~---- ~
193 22 122 Poli-A (5); 135 O O 100 O O 100 O O 100

Poli-C (5)

194 22 122 62 % GC; 135 O O 100 O O 100 O O 100
SNV

195 66%GC 100

--m
i..;

o <J)- ~u.

~

Q)':-~
- <J)

'"I :....
Febrero de 2014

I "Fragmento anali7..•,do" se refiere al tam..1ñode la región gcnómica secuenciada en bases, sin incluir ccbadores específicos según el objetivo.
2 El número de muestras se calcula a partir de 9 e.xperimentos de 15 muestras (11 muestras procesadas una vez)' 2 procesadas dos veces).
3 El número tolal de ausencia de llamadas es el número combinado de ausencias de llamadas obtenido para los 45 experimentos mediante el análisis del amplicón específico con un

instrumento MiScqDx especificado.
4 El número total de llamadas incorrectas es el número combinado de llamadas incorrectas obtenido para los 45 experimentos mediante el an..ílisis del amplicón específico con un

instrumento MiSeqDx esJX,">Cificado.
5 El porcentaje de llamadas correctas es igual al ind ice de llamadas correctas de todas las bases del amplicón, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de nuclcótido único) o

inserciones y deleciones se basa en la base de datos de referencia bien definida, y la llamada correcta de las bases en el resto de la secuencia del amplicón se basa C!nla comparación con
el conjunto 19 de la sccuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir m.;s de un resultado esperado pm"ilun amplicón dado si se espera que algunas dC!las
muestras contengan una inserción/deleción y otras no como, por ejemplo, el amplicón 9.

6 El amplicón 1 presentó un número de bases cuyo genotipo no se pudo llamar. 12 bases en 1/9experimentos en NAI2881; un..1.base en 2/1 experimentos y tres bases en 1/9experimentos en
NA12886; 20 bases en 1/9 experimentos y 26 bases en 1/9experimentos en NA12888. Esto se debe a una cobertura baja en bases con ausencia de llamadas de dichos experimentos, donde
la profundidad de la sccuenciación media fue de 33,2, con un oúnimo de 21 y un máximo de 52.

7 Cuando no se incluyen ausencias de Ilamada<;en el cálculo, el índice de llamadas correctas es del 100%.
Il El amplicón 9 incluye Wlexperimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto J9 de la secuencia de referencia del gellúma humano. No obstnnte, la información de

referencia bien definida para 7 de 13 muestras tiene 13 bascs A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras, esta deleción de un par de bases se llama falso negativo y.
asimismo, falsos negativos rcprod ucibles en los nueve experimentos.

9 El amplicón 95 incluye IDle."(pcrimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de.la secuencia de referencia del genoma humano. No obstante, las secuencias de
información de referencia bien definidas J'<1.ra13 de 13 mucstras tienen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras, esta inserción de un par de bases no se
llama de forma reproducible al '100% (es decir, es un fraIsonegativo).
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2

N.V de
falsos
negati
- vos2

2

2

1

2

2

2

1

1

N.V de
falsos
positi-
vosl

O

O

O

_____....0 _

Insercio nes!deleciones

O

N.V de
llamadas
correctas

1

_JO

~
O

O O

1 O

1 O

1 O

O O

-~ O

O

2

N.O de
inserciones y
dcleciones

2

1

3

3

2

3

o
o

N.V de
falsos
negati-
vos2

o

o

o

o

o

o

N.' de
falsos
positi-
vos1

o

o

o

o
o

22
18

22

18

9

_____~r= 0 0 2 _

17

____ 116

17

NA12893 [9"""" --''--17 --'-_17 0 o J 3

NA12888

Resumen de los resultados de reproducibilidad de la plataforma MiScqDx de 13 muestras bien definidas

I Variantes de nucleótido único I

13

12

N.' ID de N.O de N.O de variantes

de muestra experimentos de nucleótido N.<I de

ADN deADN por muestra único Bamadas
correctas

NA12877' 18

r2 NA12878' 18

T~]NA12879 9

. 4 NA12880 9

'-S -J NA12881 _9 1_9 ..••... '-0 0 ~_3 _

l! ..NA12882 _9____ _-1~5-~~-~_--- __

7--]ÑA12883 _9 ~~22 -'- [-0--~- _0 ~_2 _

r 8 NA12884 9 19
,7=r NA12~_9 __ 1_'17_'__ -=rv---T_o __ [o. -~_2 __ TO--~-=r0--.-~~2 __

~ NA12886 9 19 19 O O

1l NA12887 9

<1"4:;
-' u <::w_zz (/)<u_

Los resultados del estudio 1 de reproducibilidad de cada muestra se presentan como suma de los nueve experimentos en una columna. Los resultados mo~ ~ ª-i:
pertenecen unicamente a los resu ta os e as Inserclones7ae1eclonesy las variantes de nucleotioüümcofreñlea1a secuenclaaenroase de-aatOSCle rererenciaae .;X ~ ~
tres experimentos en tres instrumentos. Este análisis demostró que los resultados de las variantes eran reproducibles en nueve experimentos de estas muestras. - ~;: b

-<f)
O

Instrumento MiSeqDx™----------------------------------------------------

\
I Falso positivo"" Variante llamada por el experimento de sccuenciación de MiSeqDx que no se encuentra en la base de datos de referencia.
1Falso negativo l: Variante que se cncuentrn en la bnsc de datos de referencia y no se llamó en el experimento de secucnciación de MiSeqDx.
'las muestras NA1'ZB71 y NA12878 se analizaron por duplicado. Las muestras duplicadas arrojaron resultados idénticos.
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MiSeqDxTM

Estudio 2
En un estudio de reproducibilidad en todo el sitio realizado con un ensayo típico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de l1lumina, se incluyó
un subconjunto de variaciones genéticas de CFfR de interés clínico analizado con el software MiSeq Reporter mediante el flujo de trabajo de secuenciación
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 comprobó dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los paneles
contenían una mezcla de ADN genómico de estirpes celulares con variaciones conocidas en el gen de la CFTR, aSÍ como sangre desleucocitada con estirpes
celulares con variantes conocidas en el gen de la CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la incorporación de 105 pasos de extracción
utilizados en la preparación de ADNg que sirve como entrada principal del Rujo de trabajo de ensayo. El índice de muestra de paso, definido como el número 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.

("rlbL. Resumen de los resultados del estudio de reproducibilidad realizado ron un ensayo tipiro de ] 39 variantes de fibrosis uÍstica MiScqDx

Llamadas coincidentes
Llama.

U;'Im•.das coincidentes N.'"de
N.' posili\'as (variantes)

n('gativas (estado N.'" de Coinciden- Coinciden.
das natural) l1am,l- Coinciden-

P.- d, ;lUsen£i•• d. d.
Genotipo de muestra V;uiantes totales d" da total

",1 mues- de llama. positiva l1eg.ativ:I
P"' Cen- Ceno Ceno Cen- Ce n- Cen- incorree. (':al

tr:l das (%) (%)
centro 1.-0 1.-0 "" 1m ". In> ta,

1 2 3 1 2 3

A 1 S549N (HIT) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100
-

A 2 1812-1G>A (HIT) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

A Q493X/F508dcl (HIT) 100

A 4' F508dcl/2184dclA 810 12 12 12 797 798 798 O 1I 100 100 100
(HIT)

A Yl22X¡R1l58X (HIT)

A 6 F508del/2183AA>G
(HIT)

A R75X(HIT)

~
8 1507dcl/F508deI (HE])
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l.lamadas coincidentes
Llama- Llamadas coincidentes

negatil'as (cst..ldo N.O dc
N.' posili"i\s (variantes) N."dc Coinciden- Coinciden-

das natural) lI"ma. Coinciden-
Pa- de ausencia da '"Genotipo dI.":muestr.' Variantes totales das da to1.31
nel mues- dl' l1ama- positi\'a neg.1ti' .•..

p.' Ccn- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- ¡ncorree- (%)
tr. das (%) (%)

C't':ntro 1m t,. tr. tr. 1m t,. ta,
1 2 3 1 2 3

A 9' F508delfWI282X

i
810 12 11 I 12 798 797 798 2' I O 97,22 99,96

I
99,92

(HEl) 1 :
A lO' F508deV3272-26A>G

(HEl)
810 12 11 12 798 797 798 2' o 97,22 99,96 99,92

A 11 F508deV3849+ 10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HEl)

A 12 621 +1G>T/3120+ 1G>A 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HEl)

A E60X/F508del (HEl)

A 14 MIIOIK (HEl)

A MIl 01K (HOM) lOO

A 16 F508del (HOM) J506V, 828 6 6 6 822 822 822 O O 100 100 lOO
1507V,
F508C
ausente

L ----- -_._. _ .. I

A 17 F508deV3659delC 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100 c.o
(HEl)

f A
~

18 RI17H/F508del (HEl) (TG)lO(n 816 18 18 18 798 798 798 O O lOO 100 100

451 N.' de referencia 15050260 Rev.A ESP
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O 100 100 100r0-- - -N/A---lOO - 100ce
O 100 100 -----:;oO-~

~. 0"- 100 100 100 ..p,..
-- - -;

100 l'J
100' ~-"_ ..•...
..: - '"'.

O

O

O

O

O

O

804

798

804

810

804

804

798798

804 804

810 810

804 804

804] 804

804 8046

6

6

O

6

12

O

6

6

6

6

12

6

6

6

O

6

12810

810

810

810

810

810

( E!)

F508del (HEl)

1717-1G>A (HEl)

R1162X (HEl)

R347P/G551 D (HEl)
I

G551 D/R553X (HE!)

3849+1 OkbC> T (I-IOM)

WT

31

32
33

30

27

28
29

A

A

A

A

A

A

A

A
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o~. \ \ llamadas roinddcnles
llama. Llamadas coincidentes N.o denegali\'as (estado

N.o . positivas h'ariantes) N.o de Coinciden- Coinciden-- d" llama- LOmael( n.

O p,. d, ausencia da ci,
G('notipo de muestra Variantes totales dos 6.., lolal

~
n,1 mues-

- - Cen- Cen. Cen- Cen" Cen. Cen-
de llama. positiva neg.1ti\'.1

po, Inrort('c. (%)

N tu 1m tm d" (%l ('%.)
centro leo leo leo leo ."1 2 3 1 2 3

A 19 621 +1G>T/711 +lG>T 810 12 12 12 798

I
798 798 O lO 100 100 100

(HEl) -~ ----- _.- .. -----
l

lA 20 G85r'¡621+1 G>T (HEl) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
- .

I --J j

A 21 A455E/P508del (HEl) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
--_._-------,

lA 22 P508del/R560T (H El) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100-- -- - - .-

A 23 F508devY1092X(C>A) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HEl)

[ A

------~
24 N1303K (HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

- - - . .. _- -- . - - !

A 25 G542X(HOM) 810 6 6 6 804 I 804 804 O r O 100 100 100

r 26 G542X H 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100



""lo eqDx"' .~ _~ _ ----------------- ~.--------

lIi1madas coincidenlc!i
U.1ma- llamadas coincidentes N.o denegativas (estado

N.' POSitivélS (variantes) N.e> de Coinciden- Coincidf'n-
dos llama. '-omCl<1( n-1'.1- d, aU$('ncia da da

Genotipo de mu('stra Varianles 101.1les d.1s d., tolal.., mues- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen-
de lIama- positi\'a neg.1Ih'.:Ipo, ¡ncorree- (%)

tra "o dos (%) ("\:.)
centro "o "o In> "o "o "s

1 2 3 1 2 3

34 R334W (HE!)

100

lOO

100

100

100

100lOO

lOO

lOO

100

100

lOOlOOO

O 100
,
I O N/A

---_. __ ._-

O 100

O798798798

804 804 804 O

81'01810 810 O

804 804 804 O

804 [Yo4W4 -- 0----1.0 . __ lOO

810 810 810 O O N/A

6

6

O

12

6

OO

6

6

12

6

O-~---~-----...,..--_...- _._- ._--

6

O

6

6

O

12

810

810

810

810

810

810F508deV3849+10
(HE!)

39

1 35 WT

36 G85E (HE!)

[3i~-I336K (HE!)

38 WT

A

A

I A

40 621+1G>T/3120+'
(HE!)

810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

'-----..,..-----.-----.----- --- .---- -.-------,--------r
lOO

100

Febrero de 2014

100

100

lOO

100

lOO

lOOr lOO

lOOO

O lOO

T O lOO

O lOO

lO 100

O 100

O - -1-;-00

O

798 O

798 O

798 O

804 O

798 O

80410-

798

798

798

798

79812

1818

12

18

12

816

81041A F508deV3659del(
(HE!)

r A 42 R1l7H/F508del ( (TG)10(T)
'1 9/(TG)12

(D5

L__A_-_-_-_-_----,.~03- G85E1621+1G>T, 810 --12--"-12 12 798 I 798

A 44 A455E/F508del (1 810 12 12 12 798 798

~A__ .=S_'4_5_- _._._N_l_3_03_K_(_H_E!) -_-8_10_-_-_._6 6__ 6 8_04~E

; A 46 G55lD/R553X(~ 810 12 12 12 798 798

_l_B==_'_' __ [47-~ .2789;5(;>1..(H01
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.
llamadas coinddcnt<,s

Uama. L1amJdas coincidentes N.o dencgath'ils (cst.Jdo
N! positivas (variantesJ N!' de Coinciden- Coinciden-

d"s llama. LomClde n.r.- de iluscnoa cia ci.
C('notipo de muestra Variantes tolales das da tolal

nel mues- Cen- Cen- Ccn- Ccn- Ct'n. Ceno
de lI.;anu. posith'il negativap.' ¡ncorree- ("ro)

lro d.1S (%) (%)
cen!Tn ,,. 1m 1,. t,o le. "0 t"

1 2 3 1 2 3

B 48 CFTR dele2, 3/F50Sdel 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HEl)

~--------
I lB 49 F508deV1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

(HEl)
-----

B 50 WT 810 O O O 810 810 810 O O N/A 100 100

=1 [798-- --=J-- --- -

B 51 F508deV2143delT 810 12 12 12 798 798 100 100
(HEl)

O O 100

._--- . ~ ~- ----- - - - -- ----

B 52 3876delA (I-1El) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100I--~----~- ------ -

B 53 3905insT (H El) 810 6 6 6 100 100 100804 804 804 O O
••• __ o __ - -- -----------_ ... -- -- --_ .... _. --,

B 54 394delTT (H El) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100 i

B 55 F508del (H El) 810 6 6 6 804 804 804 O [O. 100 100 100
--- _.- .. --- ------_.

B 56 I'.'T 810 O O O 810 810 810 O O N/A 100 100

~- =:JB I'.'T 810 O O O 810 810 810 O O N/A 100 100
--------- -- -----.,

B 5S F50Sdel (HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100CO
~ B- ~- --"J 59 81iJ810 Ü-=r0•

---- --

WT 810 O O O 810 N/A 100 100
¡ ,...__ ._-- _. ------

-~()~ -.
B 60 U06W(HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100

B E-W;:- 810 O O O 8MJSYO 810 O L~__ N/A 100 ;~-
------ --- ---

O ; B 62 G330X (HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100
(1)_0.
~< ..
(J> 'o
-l ..••Alz• "l>

~.f>.--..f'
CJ)tVmN-n»~ zZ
» -m() r-
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I Llamadas coincidentes
t1.lma. L1am...das coincidentes N.o deneg,ativas (estado

N.' posItivas (variantes) N!' de Coinciden- Coinciden-
d" lIaUUl- LOInClO( n.p,- d, ausencia da da

Genotipo de mut'str<l V.1rianlcs tolales

I
das da 10la1

"el mues- Ce n- Ceno Ceno Ceno Cen. C('n- de llama- pnsitiv3 nt'gativOl
po' ¡ncorree- ~~)

t" ''o "'0 'ro 'm 'ro "'0 d" (%) (%)
Ctlntro ""1 2 3 1 2 3

Febrerode2014

B 63 WT SIO O O O S~ SIO SIO O 1 O N/A 100 100, . --- - ----- ---- ._-----

~: 64 R347H(HEl) S10 6 6 6 S04 S04 S04 O O 100 100 100

[~m____
---------

65 107SdelT (H lIT) 810 6 6 6 804 804 S04 O 100 100 100

I B 66 G178R/F50Sdel (HEll 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
1 ---------

B 67 5549R (c.16471>G) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100
(HEl)

I B
._~~-.

6S 5549N (HEl) 810 6 6 6 804 S04 S04 O O 100 100 100

B 69 WS46X(HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O L~_ 100 100 100--_._~
lB 70 WT 810 O O O SIO 810 810 O O N/A 100 100

L~ ----

B 71 E92X/F508de) (HEl) 810 12 12 12 798 79S 798 O 100 100 100
- --- -------,._' ---

r B 72' 621+1G>T/1154insTC S10 12 12 12 79S 79S 797 O l' 100 99,96 99,96

I
(HIIT)

; B
----

=]0._

---------- --

73 G542X (HEl) 810 6 6 6 S04 S04 S04 O 100 100 100

~: 74 F50Sdc) (HIoI) S10 6 6 6 804 S04 804 O O 100 100 100

1._135~ -
--- --- ----

75' F508dc) (HEl) 810 6 5 6 804 670 804 O 94,44 94,44

76 F50Sdel (HIIT) 810 6 6 6 S04 S04 S04 O O 100 100

B 77 621+1G>T/A4551i 810 12 12 12 798 79S 798 O O I100 1(HEl) 1
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Uo1madi'lS coincidentes
Llama.

Llamadas coincidentes N.o denegativas (estado
N.o posJtí\'i'lS (varianles) N.o' de Coinciden- Coinciden-

das llama. \...OInClac n.

r.- d. ausencia cia da
Genotipo de muestra Variantes totales d" da total.,1 mues- Cen..- C£'n- Cen- Cen- Cen- Cen-

de lIam.1. positi\'¡'l ncg.1th'.,)
po, ¡"corree- (r:.;»)

t•.• 'eo "~O 'eo
d.1s (%) (%)

ceRtTO 'eo teo tTo ,,,
1 2 3 I 2 3

810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100
._---

[810~810
~

810 O O O 810 O 1 O N/A 100 100
-----~._. --

810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
--- - ------ --- ._- - ----- ---

810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
- --- ----

816 18 18 18 798 798 798 O O 100 100 100

R347P/F508de] (

R117H/F508dei( (TG)10(11
9/(TG)12
(1)S

82
83B

78 1812.1 G>A (HE

_. _B .Y9 --wT-
~ 80 F508del/R553X (

B 81 F508dellGSSl D (

B

I B

Febrerode2014

O 100 100 100

Jo 100 100 100

l' 100 99,96 99,96

O 100 100 100

O N/A 100 100

O 100 100 100

.. ~--_.-
O 100

810 6 6 6 804 804 804 O

810 6 6 6 S04J 804 804 O

810 12 12 12 798 797 798 O

810 12 12 12 798 798 798 O

810 O O O 810 810 810 O

810 12 12 12 798 798 798 OF508del/2143del'
(HE!)

WT

F508deV1898+1C
(HE!)

¡S07de] (HE!)

2789+5G>A(HO

CFTR dele2, 3/1':
(HE!)

3905insT(HE!) 810 6 6 6 804

'394deI1T(~J81OI6-F -'16'1'80491

90

88

. B
L

B

l B 84

_._B F
I B 86'
I

0°-~
- - '"m
()

~~c
--<o
-¡n ~ ..;.:~

~

() .
~- z-

? °r-:l'-»
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trumento MiSeqDx™

Llamadas coincidentes
Llama. I.lam..1das coincidentes N.o dI.'

N.' PO!óitiV,'5 {variantesl
negativas (csl.,do

N.e de Coinciden- Coinciden-
d<ls natural) llama. Coinciden-

P<J- d, ausen~i•• da ci.
Genotipo de muestra Varianles totales das da tolal. __nel mucs- 0_ • ~._ - -_ .. .- - . - -

Cen- -l. - Ce n- éen- Cen: Cen- - . de llama. positiva. neg.lti\'a
por Ccn- ¡ncorree- (%)'" dos (%) r,í.)
centro lro lro "o "o lro l<O '"

1 2 3 1 2 3

B

Total

92 F508del (HE"!) 810 6

2209

j 6 6 804

221 182

804 804 o o 100 100 100

99,88

1La FOsición en estado natural correspondiente a la variante Nl303K de una duplicación provocó Ufu'1 ausencia de lIaJTh1.dadebida a Wla cobertura insuficiente.
2 Un duplicado de las muestras 5 y 75 presentó Wl índice de llamada del O%. Una investigación más detallada indica que es posible que no se hayan aitad ido las muestras a la placa de
muestras anles de la preparación de la biblioteca, ya que los volúmenes de muestra que quedaban en los tubos eran homogéneos y no se Iuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.

3 Las pruebas indican que el operador probablemente alternó las muestras 9 y 10 antes de la prePJrndón de la biblioteca.
4 La posición en estado natural correspondiente a la variante M1V de una duplicación de cada lUlade las dos muestras provocó una ausencia de lIam.:1.dadebida a una cobertura
insuficiente.

ro
O
(J>70-<----<enza
;;i): ~ z
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Extracción de ADN ~-1""'" or,7"' S~

' CE '>1'\',1'< 4 ':)
Se evaluaron tres métodos de extracción distintos, extracción de bolas magnéticas,prec"ip-itación p a1c ~
aislamiento de la columna de filtrado de silicio, con sangre total anticoagulada con EDTA 1<"Se ulilizaro~ 14
muestras de sangre únicas en el estudio, lo que representaba un rango de genotipos de un gen representatiJo.
Dos operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extracción de ADN. Cadal~perador
llevó a cabo tres experimentos por método de extracción. Cada operador realizó cada una de las extraccion~s en días
diferentes, La concentración de ADN yel índice de A2f1J/A280de las muestras de ADNg extraídas se deterlrunaron
mediante espectrometría, El tamaño de las muestras total para cada método de extraccíón de este estudio ¡Je de 168,
(14 muestras x 2 operadores/método de extracción x 3 experimentos/operador x 2 duplicados/muestra de ADNg.~~ 1
i~étodo d~ ~ ~-- 1 Número de índice de uestras

Índice de llamada
extracción muestras anali7...adas del prime paso'

,!- -.----------------1---
168 100% 100% 100%

Precipitación por
<1loohol

Aislamiento de la
rolumna de filtrado
de silicio

Extracción de bolas
magnétiCc1S
'"-

168

1

168

100%

100%

100%

100%

100%

100%

¡Precisión: Coincidencia de porcentajes con un método de prueba de referencia (secucnciación bidireccional de Sanger) cnlcu ada
para aquellas posiciones de las bases que reciben una llamada de bases. 1

:1ndice de mues Iras del primer paso: Número de muestras que satisfacen el índ ice de lIamnda e.<;pecificado la primera vez qu se
procesan (es decir, no rL-quierenun nuevo c,"<pcrimentoni un procesamiento adicional). Se representa como el porccnlnje d11
número lotal de muestras procesadas durante un {mico experimento de sceuencinción de MiScqDx.

Entrada de ADN
El rango de entrada de ADN de la plataforma MiSeqDx se evaluó llevando a cabo un estudio de dilución e¡nserie con
14 muestras de ADN representativas que contenían 16 variantes monogénicas únicas. Cada muestra se evaluo por
duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre 1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng,ll00 ng,
50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng), Para la determinación de la precisión, se compararon genotipos de muestra con datos
de secuenciaci6n bidireccional de Sanger. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el límite superipr e
inferior para la entrada de ADN respectivamente~ ya que arrojaron un índice de muestra de primer paso del 95 % o
superior, sin llamadas incorrectas (100 % de precisi6n y de Índice de llamada). 1
Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN repr sentalivas
y 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n = 4' 20 - 80 muestras), mientras que el lífttite
inferior de 25 ng se analizó con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n = 14 • 20 = 280 muestras), Ld precisión
y el índice de muestra de primer paso fueron del lOO% en todos los niveles de entrada de ADN y los índicks de
llamada de muestras fueron superiores al 99 %.

Sustancias interferentes
Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en la plataforma MiSeqDx, se utiliz6 un ensayo típico diseñado
para buscar un solo gen en 11 529 bases en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el esbdio, se
utilizaron ocho muestras de Sc:1ngretotal que representaban ocho genotipos únicos. Se analizaron cuatro sustlmcias
interferentes endógenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) a;iadiéndolas a las muestras de kngre
antes de la extracci6n de ADN. Para evaluar la interferencia resultante de la extracci6n de sangre (extracci6h breve), se
añadi6 EDTA a las muestras de Sc:1ngreen dos concentraciones. En la tabla siguiente se muestran los límites Be

febrero de 2014
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Instrumento MiSeqDx™ g--q-¿ .~.~\. '"
. , O.

t 'ó d d t . A' . I l' , . I d I ".~ p~concen rael n e ca a sus anCla. Slmlsmo, para eva uar a mter.erencla resu tante e a preparaclOn~de muestras, se
añadió tampón de lavado al 15 % a ocho ADN genómicos purificados. Se consiguió un Índice de llamada del 100 %
con todas las muestras analizadas, así como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre
muestras en presencia y ausencia de sustancias interferentes.

--'1
I

I
Sustancia de prueba j Número total de

duplicados

Concentración
comprobada en
sangre
(límite superior)

Concentración
comprobada en
sangre
(límite inferior)

índice de amada

Bilirrubina

Colesterol

Hemoglobina

Triglicérido$

EDTA

IrirJexación de muestras

! 16

I 16

16
1- -

16,-_.-
i 16

684 fJmol/i

13010101/1

2 g/I

37 mmol/l

7mg/ml

137 fJmol/l

2,6 mmol/I

0,4 g/I

7,4 mmol/l

2,8 mg/ml

100%

100%

100%

100%

100%

Los cebadores de índice de muestras se utilizan en el kit para asignar un código de barras único él cada mu stra de
ADN1 lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciación. I
Se comprobó un total de 96 índices de muestras mediante un ensayo típico diseñado para buscar un solo gen en
11 529 bases con ocho muestras de ADN únicas para verificar la capacidad del ensayo de realizar una llamatia de,
genotipado homogénea para una muestra determinada en combinaciones de cebadores de índice distintas. Gada
muestra se comprobó con 12 combinaciones de cebadores de índice distintas. Se comprobaron 48 combinaci!mes de
índices en un experimento de secuenciación. Se compararon los resultados de las muestras con los datos del
secuenciación bidireccional de Sanger de todas las posiciones y variantes. La reproducibilidad y la precisióh
registradas fueron del 100 % en todas las combinaciones de cebadores de índice/muestras. j

Patentes y marcas registradas
Este documento y su contenido son propiedad de Illumina, lnc. y sus afiliados ('111umina") y están previstos solamente para el us contractual
de sus clientes en conexión con el uso de los productos descritos en él y no para ningún otro fin. Este documento y su contenido ha se
utilizarán ni distribuirán con ningún otro fin ni tampoco se comunicarán, divulgarán ni reproducirán en ninguna otra fonna sin el 1

consentimiento previo por escrito de Illumina. IlIumina no transfiere mediante este documento ninguna licencia bajo sus derechos de p<,tente,
marca comercial, copyright ni derechos de autor ni similares derechos de terceros. I
Para asegurar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, personal cualificado y adecuadamente capac tado debe
seguir las instrucciones incluid as en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender completamente todo el contenido de este
documento antes de usar estos productos. I
SI NOSE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NOSE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES ¿ESCRITAS
EN ~STE, PODRíAN PRODUCIRSE DAÑOS AL PRODUCTO, LESIONES A LAS PERSONAS, INCLUIDOS LOS USUARIOS Y br

l
ROS, Y

DANOS A arRA PROPIEDAD.
ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA QUE SURJA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQuí DESCRITOS
(INCLUIDAS LAS PIEZAS O EL SOFTWARE) NI DEL USO DE DICHOS PRODUCTOS FUERA DEL ÁMBITO DE LAS LICENCIAS
EXPRESAS ESCRITAS O LOS PERMISOS arORGADOS POR ILLUMlNA EN CONEXIÓN CON LA ADQUISICIÓN DE DICHbs
PRODUCTOS POR PARTE DE LOS CLIENTES.

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VlTRO

@2014 Il1umina, lnc. Todos los derechos reservados.

Illumina y MiSeqDx son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de lllumina, lnc. Todas las demás marcas y nomores
mencionados en el presente documento pertenecen a sus respectivos propielarios.

AMPure, Beckman y Bcckman Coulter son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, lnc.
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Información de contacto

llIumina

San Diego, 92122 Colifornia (EE.VV.)
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (fuera de Norteomérica)
techsupport@illumina.com

\\'W\\'.i11lIll1 in<l.a).m

EB~
Emergo Europe

Molenstraat 15
2513 BH La Hoya
Países Bajos

Etiquetado de productos
Consulte la leyenda de los símbolos que se proporciona con coda kit para obtener información completa sobre los
símbolos que pueden aparecer en el embalaje o el etiquetado de los productos.
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

PARA USO DI~GNÓSTICO IN VITRO

S.A. '

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

Uso previsto l
El kit MiSeqDx Universal 1.0 de Illumina está formado por un conjunto de reactivos y consumibles que se ti ilizan en
el procesamiento de muestras de ADN genómico humano obtenidas a partir de sangre total periférica y en l~ posterior
secuenciación selectiva de las bibliotecas de muestras resultantes. Para la preparación de bibliotecas centradAs en
regiones de interés genómicas específicas, se requieren reactivos de analitos específicos proporcionados por él usuario.
El kit MiSeqDx Universal 1.0 está previsto para su uso con el instrumento MiSeqDx.

Principios de procedimiento
La plataforma MiSeqDx de illumina, que consta del kit MiSeqDx Universal 1.0 y el instrumento MiSeqDx, "'f ha
diseñado para la secuenciación selectiva de ADN genómico humano de muestras de sangre humana total periférica.
Con los reactivos proporcionados en el kit MiSeqDx Universal 1.0, el ADN genómico se procesa mediante e~
procedimiento de preparación de bibliotecas, y se amplifican específicamente las regiones genómicas previstbs de cada
muestra con los oligonucleótidos personalizados diseñados por el usuario, a la vez que también se añaden lals
secuencias de captura de la celda de flujo y los índices a los productos amplificados. Las bibliotecas de mu1stras
resultantes están listas para la secuenciación en el instrumento MiSeqDx de Illumina.
La utilización del kit MiSeqDx Universal 1.0 de Illumina conlleva tres procedimientos principales para los ~e se
proporcionan todos los reactivos, a excepción de los oligonucleótidos personalizados. El primer procedimie to
consiste en la preparación de bibliotecas, que implica la preparación manual de las muestras para la secuen iación. La
preparación de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridación, la extensión-ligadura, la amplificaci9n PCR y
la normalización de bibliotecas. El segundo procedimiento consiste en secuenciar la lnuestra preparada medrante el
uso de la química de SBS (secuenciación por síntesis) en MiSeqDx. El tercer procedimiento utiliza el software de
análisis para analizar los resultados de la secuenciación y generar archivos en formato VCF (formato de llambdas de
variantes) que contienen llamadas de variantes de cada muestra. La información necesaria para configurar y a.nalizar
un experimento de secuenciación, inchJida una lista de muestras y sus secuencias de índice, se detalla en un archivo
dú hoja de muestras con formato de valores separados por comas C'.csv). j

Preparación de bibliotecas I
• Hibridación: Hibndiza un glupo de ohgonucleótIdos ascendentes y descendentes específicos de las ~eglOnes

de interés del ADN genómlco de la muestra. Al fmal de este proceso, un procedImIento de lavado de tres
pasos con un fIltro con capacl(.1ad de selección de tamafío ehmma los ohgonucleótldos sin ligar del tADN
genomico.

• Extensión-ligadura: COlllo.'Ctalos ohgonucleótIdos ascendentes y descendentes hlbndados. Una ADN
polimerasa se extIende desde los olJgonucleotJdos ascendentes hasta la reglón objetlvo, segUIda de I lIgadura
hasta el extremo 5' del oligonucleótido descendente mediante el uso de una ADN ligasa. El resultado es la
fornlación de productos que contienen los oligonucleátidos específicos de las regiones de interés flal~queados
por las secuencias necesarias para la amplificación. i

• Amplificación peRo Amplifica los productos de extensión-ligadura con cebadores que aúaden secubncias de1='"P'" .,mo"p'~,,'o d. '"o. '''', ,,' mmo,~offid" de~p'o" d. "," •• d, "0'0 0=,,,1,, P'" ,,,
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Kit MISeqDx™ Universal 1 O - -- --44 -2' _
generación de grupos en MISeqDx. Al fmal de este proceso, un procedimiento ~imPieza de PCR Purific~
los productos de peR (denominado biblioteca). I

• Normalización de bibliotecas: Normaliza la cantidad de cada biblioteca para garantizar una representación
de bibliotecas más equitativa en la biblioteca agrupada definitiva. Al final de este proceso, la bibliot ca
agtupada se carga en MiSeqDx para proceder con la secuenciación mediante el uso de la química d SBS.

Secuenciación
La química de SBS utiliza un método basado en tenninadores reversibles para detectar bases de nucleótidos 'rucos en
la incorporación a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciación, se añade un
desoxinuc~eótido trifosfat? (dNTP) único m.arca~o c.o,nfluorescencia a la cadena de ácido ~~cleico. El n.Ucl€fidO
marcado SIrve como termmador para la pohmenzaclOn, de modo que tras cada incorporaclOn de dNTP, el e 10rante
fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuación, la segmentación enzimática para permitir a
incorporación del nucleótido siguiente. Puesto que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, ,C)
están presentes como moléculas únicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporación. Las llamadas
de bases se realizan directamente a partir de las mediciones de intensidad de la señal durante cada ciclo de I
secuenciación. El resultado final es la secuenciación base por base. .

Análisis I

El software de análisis en tiempo real (RTA) es el software de análisis principal integrado que realiza análisiS de
imágenes y llamadas de bases. Asimismo, asigna una puntuación de calidad a cada base de cada ciclo de 1

secuenciación. Cuando finaliza el análisis principal, el software de MiSeq Reporter del instrumento MiSeqDx inicia el
análisis secundario. MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el análisis principal y ~enera
información sobre cada muestra en función de la información especificada en la hoja de muestras. El análisis
secundario incluye la demultiplexación, la generación del archivo FASTQ la alineación, las llamadas de var antes y la
generación de archivos VCF que contienen información sobre las variantes que se encuentran en posiciones específicas
en un genoma de referencia.

Para uso diagnóstico in vitro.
Este producto ofrece lo siguiente:

Rendimiento de secuenciación: >1 Gb
Lecturas: >3 millones
Longitud de lectura (en experimento "paired-end"): 2 x 150 bp I

Bases por encima de Q30: >75 % (más de un 75 % de las bases tiene una puntuación de calida" según la
escala de Phred superior a 30, lo que implica una precisión de llamada de bases superior al 99'r %)

Se ha validado el sistema para la detección de var.iantes de nuc1eótido único y deleciones de hasta tres bases.
La evaluación de inserciones de una base se ha limitado a tres inserciones diferentes en tres cromo~omas
independientes. I
El sisten1a presenta problemas a la hora de detectar deleciones o inserciones de una base en tractos I
homopoliméricos como, por ejemplo, poliA. l
El sistema MiSeqDx se ha diseí1ado para ofrecer resultados cualitativos (es decir, genotipo).
Al igual que con cualquier flujo de trabajo basado en hibridación, los polimorfismos o las mutacion"s
subyacentes en regiones de oligonucleótidos unidos pueden afectar a los alelas que se estén compr01bandO y,
en consecuencia, a las llamadas realizadas.
La coberhlfa mínima recomendada por amplicón necesaria para la llamada de variantes precisa (q(max_gt I
poly_site) >= 100) es de 75x.

7

5
6

4

3

Limitaciones del procedimiento
1
2
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Componentes del producto
El kit MiSeqDx Universal 1.0 de lllumina consta de lo siguient~:

• Kit MiSeqDx Universal 1.0 (n.Q de catálogo DX-l03-1001)

944
... -. .•

Reactivos

reactivos suministrados en este kit.

Kit MiSeqDx Universal 1.0. caja 1

T"hl,¡ ¡ Reactivos de preampJifteación de la caja lA
I VolullH'n" I I

Componente I Cantidad de.[ Principios activos Almacenan ento

llenado I

Tampón de 1 tubo 4,32 mi Solución acuosa t<:lmponada que contiene sales y Entre ~25 oC y -15 oC

hibridación formamidn

Mezcla de extensión- 1 tubo 4,Sml Solución acuosa tamponada que contiene una Entre -25 oC y -15 oC

ligadura mezcla patentada de ADN polimerasas, ADN lignsa
,

Cebadores de Índice . 1 tubo
.¡.Y dNTP

192 ,tl Cebadores de PCR con secuencias de Índice y Entre -25 oC y -15 oC

A (A501) - H (A50S) 1 por 1 adaptadores de sE'cuenciadón
cebador ICebadores de PCR am secuendas de índiao y.-

Cebadores de Índice 1 1 tubo 12S pi Entre -25 oC y -15 OC

(A701) -12 (A712) por adaptadores de secuenciación
cebador i

Polimcrasa de PCR 1 tubo 56~DN polimerasa patentada Entre -25 oC y -15 oC
I

Mezda maestra de ! 1 tubo 2,8 mI Solución acuosa tamponada que contiene sales Entre -25 oC y -15 oC

rCR .-L___ _ y dNTP -

f<lhl.l2 Re¡lctivos de posamplificaoón de ID caja 1 BIVolumen I I
Componente Cantidad de Principios activos I Almacenar íento

llenado
Diluyente de 1 tubo 4,6ml Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2- I Entre -25 ° Y-15 oC

normalización de mercaptoetanol y formamida
bibliotecas
Tampón de ¿iludón 1 tubo 4,5 mI Solución acuosa tamponada Entre -25 °a y -15 oC

de biblioteca
Control interno PhiX 1tl1bo 10 pI LSoIUdón acuosa tamponada que contiene AON Entre -25 oC y -15 oC

.. gcnómim PhiX

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 2

I.,L~L):1 Reactivos de posamplifica.dón de la CLlja2
Component.e I Cantidad 1 Contenido Almacen miento

Cartucho de reactivo 2 G:'1rtud1os ' Cartucho de un solo uso que contiene reactivos para la Entre -25 Cy-15°C

de MiSeqDx generación y secuenciación de grupos para su uso con
MiSeqDx, incluidos formamida, 2-mercnptoctanol y
DMSO<2%

~J. ~}
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Reactivos sum inistrados
El kit MiSeqDx Universal 1.0 de Illumina se ha configurado para dos experimentos con un máximo de 48 m estras
por experimento (hasta un total de 96 muestras) Consulte las siguientes tablas para'ver una lista completa dJ los



Kit MiSeqOx'" Universal 1.0

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 3

! ,l.b]';).+ Reat.i.ivns de preamplíficacióh de la cajn 3A
, Vohunen i

Componente Cantidad de I Princi.piosactivos
llenado

Tampón de lavado
restrictivo
Tampón de lavado
müversal

1 botella

] tubo

24 mI

4,8 mI

Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2-
merca )toetanol Y.:formamidn
Solución acuosa tamponada que contiene sales

Entre 2 o y 8 oC

Entre 2 o y 8 oC

Almace amientoPrincipios activosCantidadComponente

Bolas de limpieza de
PCR
Lavado de
normalización de

"]ab1,):; Reactivos de posamplificadón de la Glja 3B
Volumen

de
llenado

1 tubo. l~51 Solución <lOJosa tamponada que contiene bolas IEntre 2 o y 8 oC
.~ L- ar~magnéticas de fase sólida >yolietile~g,~li~co,-l'-_._l-! ~

2 tubos j 4,8 ml Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2- I Entre 2 I Y8 oc
1 mercaptoetanol y formamida

bibliotecas
!----:C2 mI 1 SoluciÓn aruosa tamponadn que ron tiene bolas

I
Bolas de bibliotecá 1 tubo Entre 2 C y 8 oc

jraramagnéticas de fase sólida
Celda de flujo 2 ] celda Sustrato de o.istal con oligonuc1eótidos ligados de Entre 2 C y 8 oC

MiSeqDx contenedores de flujo manera covalente

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 4

Tabla 6 Reactivos de posamplificación de la caja 4
¡Volumen

1 AIOlaceComponente Cantidad de Principios activos amiento
llenado

Solución SBSde 12 botdlos1353,] mi Solución acuosa tam ponada Entre 2 C y 8 oC

MiSe'l0x (PR2)

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 5

Til"oJi1 7 Reactivos de preamplificX1clónde la c.aja5
Volumen!

Componente Cantidad de 1 Principios activos Almace amiento
llenado !

Placa del filtro _1 2 placas I N/A j Placa de micro titulación de polipropileno con 1m3 i Entre 15 °Cy30°C
I membrana de polietersulfona modific..1.da

Tubl(l R Reactivos de posamplificad6n de la cajn;)
Volumen

Componente Cantidad de Principios activos Almacl namiento

llenado

Tan~PRÓnde clud~n ¡"1 tubo 4,8 mi Solución acuosa tamponada Entre 1 °Cj 30 OC

Tampón de 11 tubo 3,5 mi Solución aruasa tamponada Entre 1 °Cy30°C

almacennrn iento de
biblioteca ____ ~

"
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944
Grupo de oligonucteótidos personalizados
Los oligonucleótidos del cebador específicos los debe desarrollar el usuario y no se incluyen en el kif de ptrparación
de bibliotecas. La ti~'1lra 1 ilustra el principio de diseño de los o1igon~cleótidos personalizados. El diseño die los
oligonucleótidos debe satisfacer los siguientes requisitos: 1
• Se debe diseñar un par de oligonucleótidos personalizados para cada amplicón: una sonda person lizada 1

(oligonucleótido específico de cada locus en secuencia arriba [ULSOJ)y una sonda personalizada 2
(oligonucleótido específico de cada locus en secuencia abajo [DLSO]).

• Los oligonucleótidos personalizados deben rodear la regíón de interés. La región de interés puede s r de entre
150 y 250 bp para permitir la secuenciación completa del fragmento con el kit 2 x 150.

• Ambos oligonucleótidos deben hibridarse en la misma cadena de ADN.
• Los oligonucleótidos personalizados deben contener adaptadores especificos de lJIumina para posi ilitar la

adición de Índices y la secuenciación de adaptadores mediante PCR. I
. El adaptador] (5'. CAACGATCGTCGAAATTCGC-3') debe estar ubicado en el extremo 5' de la sonda

personalizada 1 (ULSO). I
El adaptador 2 (5'. AGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-3') debe estar ubicado en el extremo 3' d la sonda
personalizada 2 (DLSO).

• La sonda personalizada 2 (DLSO) está fosforilada en el extremo 5' para admitir el paso de ligadur tras la
extensión de la sonda personalizada 1 (ULSO).

Reactivos necesarios no suministrados

Vigur,11 Diseti.o de oligonudC'ótidos para el kit MiS<?qDx LJnivcrsal1.0

5' 3'
Sonda Sonda

personalizada 1 3' (~) 5' personalizada 2 ./
/,da¡Jtador 1 ~ •. / Adflptador 2

'v----------O-bj-e'-¡V-O'-R-e-g¡-Ón-d-e-¡n-'e-,-és--------.~

• Se recomiendan los siguientes parámetros de diseño de los oligonucleótidos:
Rango de longitud de la sonda entre 22 y 30 nucleótidos (región específica según el gen).
Tamaño total del amplicón entre] 90 Y290 pares de bases, incluidos los adaptadores.
El contenido de GC del cebador recomendado puede oscilar entre el 25 % Yel 70 %.
Rango de temperatura recomendado entre 55 oCy 70 oc.
La concentración del cebador debe ser de]5 nM por oligonucleótido en el grupo personalizad.
No se requiere purificación de oligonucleótidos adicional tras la síntesis. Se recomienda la deshlación.
Los oligonucleótidos se pueden diluir en tampón TE.
El número de amplicones por muestra puede oscilar entre 16 y 384.
Si se requieren placas para cubrir toda una región de interés, cada conjunto de sondas debe di igirse a
una región con un solapanliento de enb"e 1 y 3 bp respecto de una región objetivo adyacente. os
conjuntos de sondas adyacentes se deben diseñar con el fin de alternar cadenas para evitar in erferencias.
La cobertura 111Íni,ma recomendada por amplicón necesario para la llamada de variantes es d 75x.

El número de muestras por experimento se debe calcular en función de la cobertura mínima recomendada y
dependerá de la uniformidad de la cobertura del grupo de olig0r:'-uc1eátidos personalizados.
Se debe crear un archivo de manifiesto para cada grupo de oligonuc1eótidos personalizados. El manifiesto es un
archivo de texto que contiene información sobre las regiones genómicas objetivo y es necesario para que MiSeq
Reporter pueda llevar a cabo el análisis. Visite el sitio web de Illumina para descargar una plantilla del ar lhivo de
manifiesto.

Febrero de 2014
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944
Reactivos de preamplificación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa, sin ADNasa

KitMiSeqDx™Universal 1.0

Reactivos de posam plifícación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Etanol, 200 proof, para biología molecular
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa, sin ADNasa

F brerode2014
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La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 oCy 30 oc.
Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a na
temperatura de entre -25 oC y -15 oChasta la fecha de caducidad especificada.

Tampón de hibridación
Mezcla de extensión-ligadura
Cebadores de Índice A (A501) - JI (A50S)
Cebado,'es de Índice 1 (A701) - 12 (A712)
Polimerasa de PCR
Mezcla maestra de I'CR
Diluyente de normalización de bibliotecas
Tampón de dilución de biblioteca
Control interno PhiX
Carhlcho de reactivo de MiSeqDx

Salvo en el caso del cartucho de reactivo, los reactivos permanecen estables durante un máximo d seis ciclos
de congelación y descongelación llevados a cabo en una fecha anterior a la fecha de caducidad es~ecificada.
No vuelva a congelar el cartucho de reactivo una vez descongelado. Se puede almacenar hasta sei~ horas a
una temperatura de entre 2 oC y S oc. I
Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre 2 oC y S oChasta la fecha de caducidad especificada .
. - Tampón de lavado restrictivo

Tampón de lavado universal
Bo]as de limpieza de PCR

- Bolas de biblioteca
Lavado de normalización de bibliotecas
Solución SBS de MiSeqDx (PR2)
Celda de flujo MiSeqDx

Los siguientes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se lmacenan
a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.

Tampón de elución
-- Placa del .filtro
_ Tampón de almacenamiento de biblioteca
Los cambios en el aspecto físico de los reactivos proporcionados pueden señalar el deterioro de lo
n1ateriales. Si se producen cambios en el aspecto físico (tales como cambios evidentes en el color del reactivo
o un aspecto turbio con contaminación ,microbiana),no utilice los reactivos.

5

4

3
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Los reactivos tampón de hibrida. ción, tampón de lavado restrictivo y diluyente de nOnña.lizadón d >i@~.'" ~~.
bibliotecas pu~den formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a ~ PR(jq'
contInuaclOll, InSpeCCIOne visualmente para garantIzar que no haya preCIpitados.
Siga estas prácticas recomendadas para la manipulación de las bolas de limpieza de PCR y las bol s de
biblioteca:

No se deben congelar las bolas en ningún 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 specto
homogéneo.
Mezcle bien la muestra después de añadir las bolas pipeteando arriba y abajo 10 veces. Se pue e 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 soll ción se
aclare. Mantenga la placa en el soporte ,magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante y evite
alterar las bolas apartadas.

La placa de amplificación PCR puede permanecer en el cicla dar térmico durante toda la noche. T mbién se
puede almacenar a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC hasta dos días. Antes de almacenar la Pltl ca a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC, selle el pocillo de la placa.
No congele las bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo diluyente de normalización de bibli tecas si
no se van a utilizar de Inanera inmediata. t

10 La placa de normalización de bibliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entr. -25 oC Y
-15 oC hasta tres días.

11 La biblioteca de amplicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 oC y _1°C hasta
tres días.

12 Cargue inmediatamente el grupo de amplicón diluido recién preparado en el cartucho de reactivo. "1
almacenamiento del grupo de amplicón diluido puede reducir considerablemente la densidad de 'upos.

7

---_._----------~-~-~_.'-------------

Materiales yequipo
Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

1 Instrumento MiSeqDx, n.' de catálogo DX-410-1001
2 Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.º de catálogo FC-130-1005
3 Kit TmSeq Index Plate Fixture & Collar, n.' de catálogo FC-130-1 007
4 Tapones de recambio para el adaptador de índices, n.' de catálogo DX-502-1003

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Materiales y equipo de la preamplificación
1 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. El bloque de calor dbe cumplir

con las especificaciones de rendimiento siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se puetlen
utilizar.
_ Rango de temperatura: Ambiente de +5 oC a 99 oC

Regulación de temperatura: I 0,1 oC a 37 oC; I 0,4 oC a 60 oC
2 Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (horno de hibridación). La incubadora debe c mplir con

las especificaciones de rendimiento siguientes:
Rango de temperatura: Entre 10 oC y 100 oC

_ RegulaCión de temperatura: I 0,2 oC

N.O de referencia 15039608 R v. A ESP 17
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Centn uga de sobremesa: Se precisa una centrífuga de sobremesa que pueda mantener 20 oC (Se R .- J a una .,J2
centrífuga independiente en el área de posamplificación). Se admite cualquier centrífuga de placas ~;;'l¡,.Dc p. .
alcance las velocidades indicadas en el protocolo (de 280 a 2400 x g). 1 .
Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precisión. (Se precisa un conjunto indep ndiente
en el área de posamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la admini~tración
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o mullicanal si se calibrJn con
frecuencia y ofrecen precisión en el 5 (~)de volunlen indicado.
Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.

Placas de PCR con faldones de 96 pocillos, 0,2 m1, polipropileno o equivalente
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
Placas de almacenamiento de 96 pocillos, 0,8 mI (placas MIDl)
Recipiente de solución, PVc, sin ADNasa/ARNasa (cubeta)
Sello de película de aluminio adhesiva
Sello para placas de PO, adecuado
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

F brerode2014
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Materiales y equipo de la posamplificación
1 Ciclador térmico: Se precisa un ciclador térmico. El cicladar térmico debe tener una tapa caliente y umplir

con las especificaciones de rendimiento siguientes:
_ Rango de control de temperatura: Ent]"e4 oC y 99 oC

Precisión de control: ot 0,25 oC de 35 oC a 99 oC
2 Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el área de posamplificación del

laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
_ Velocidad de mezcla máx.: 3000 rpm
- Rango de velocidad de mezcla: De 200 a 3000 rpm

3 Centrífuga de sobremesa: Se precisa una centrífuga de sobremesa que pueda mantener 20 oC (Se recisa una
centrífuga independiente en el área de preampl.ificación). Se admite cualquier centrífuga de placas ue
alcance las velocidades indicadas en el 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 oC a 99 oC
_ Regulación de temperatura: O: 0,1 oC a 37 oC; O: 0,4 oC a 60 oC

5 Soporte magnético: Se precisa un soporte nlagnético 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. I

6 Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precis.ión. (Se precisa un conjunto indep¡endiente
en el área de preamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la admiJ1lstración
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal s,j se calibrbn con
h-ecuencia y ofrecen precisión en el 5 % de volumen indicado.

7 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos, 0,2 mi, polipropileno o equivalente
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
Placas de almacenamiento de 96 pocillos, 0,8 mI (placas MIDl)
Tubos cónicos, 15 mI
Tubos de microcentrífuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
Gradillas de ocho tubos de PCR
Recipiente de solución, PVc, sin ADNasa/ARNasa (cubeta)
Sello de película de aluminio adhesiva
Sello adhesivo para placas
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

.' de referencia 15039608 Rev.AESP
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Recopilación, transporte y almacenamiento de muestras .

~_ NOTA
~ Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

1
2

3

4

5

Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K,.
Las ,muestras de sangre total se pueden almacenar durante un máximo de siete días a tenlperahtra ambiente,
un máximo de 30 días a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC o un máximo de 30 días congeladas a una
temperatura de entre -25 oC y -15 oc.
Es posible transportar sangre total durante un máximo de siete días a temperatura ambiente, 30 dí s a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC o 30 dias congelada a una temperah,ra de entre -25 oC y -15 oc. E11
tr.ansporte de sangre total debe cumplir con la regulación nacional, federal, estatal y local en materf.a de
transporte de agentes etiológicos.
No se observaron efectos adversos en el rendimiento del kit al someter el ADN genómico a seis cic s de
congelación y descongelación.
No se observaron efectos adversos en el rendimiento del kit con muesb'as de sangre total con presencia
elevada de bilirrubina, colesterol, hemoglobina, triglicéridos o EDTA.

Advertencias y precauciones

PRECAUCiÓN
Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médims u otros facultativos, ()bajo
prescripción de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislación del estado en el que
ejercen su profesión pma utilizar u ordenar la utilización de este dispositivo.

1

2

3
4

5

6

7

8

Algunos componentes de este kit contienen forma mida, una an1ida alifática que es una toxina repr ductiva
probable. (Consulte .Rcact¡-"ús en la pógina 3 para obtener más información). Evite su inhalación o ihgestión, o
el contacto con la piel o los ojos, pues podrían producirse lesiones. Deseche los contenedores y los tontenidos
utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener n1ás infotmadón,
póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de 'HIumina.
Algunos componentes de este kit contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. (Consulte Reactir ¡JoS en l{l

página 3 para obtener más información). Evite su inhalación o ingestión, o el contacto con la piel J los ojos,
pues podrían producirse lesiones. Utilicelo en un área bien ventilada y deseche los contenedores ~Ilos
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para 0rener más
información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Illurnina.
Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos. .
El incumplimiento de los procedin1ientos descritos puede provocar resultados erróneos o una redu ción
considerable de la calidad de las muestras. i
Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No COlna, be ,a ni fume
en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la ma'l ipulación
de muestras y los reactivos del kit. Lávese bien las manos tras la manipulación de muestras y reactivos del

~~ utilice los componentes del kit una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la etiquJa de la caja
del kit. No intercambie los componentes del kit de lotes de kit distintos. Tenga en cuenta que los 101ltesde kit
se identifican con la etiqueta de la caja del kit. . ..
Almacene los componentes del kit a la temperatura especificada en las áreas de preamplificación y
posamplificación designadas.
Los ciclos de congelación y descongelación repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 o afectarán
a la integridad del kit.

..1
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9 Para evitar la degradación de las muestras o los reactivos, asegúrese de que todos los vapores d~~~~~~o} ;:
sódico se hayan disIpado completamente antes de InIciar el protocolo. -\~ ~ =~ft;!/

10 Se precisa segUIr prácticas de laboratorio adecuadas y proceditnlentos óptimo,S en materia de higiet~:e71~~¡!_~
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminación de reactivos, instrument)'s y
muestras de ADN genómico, La contaminación mediante PCR puede arrojar resultados poco precisos y
fiables, I

11 Para evitar la contaminación, asegúrese de que las áreas de preamplificación y posamplificación dispongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrínlgas).

12 Evite la contaminación cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensación del;eactivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas, ti uso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminación de restos de amplicones y de j
contanlinación cruzada entre muestras.

13 El emparejamiento de muestras de índice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras, Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposición de placas provocará la pérdida de identifi ación de
muestras positivas y la generación de informes con resultados incorrectos.

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

15 Asegúrese siempre de eliminar el etanol del fondo de los pocillos durante el procedimiento de lava, o. Los
restos de etanol pueden afectar a los resultados. I

16 Cumpla el tiempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garJntizar una
evaporación completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones poster,¡bres.

17 No mezcle el grupo de oligonueleótidos personalizados yel tampón de hibridación para el almac

J
.amiento.

Al combinarse, el grupo de oligonucleátidos personalizados se vuelve inestable incluso si se alma ena
congelado,

18 No se recomienda el uso de cieladores térmicos con refrigeración activa (por ejemplo, efecto Peltier,
refrigeración termoeléctrica) para el paso de hibridación. El paso de reh-igeración pasiva es funda ental para

una hibridación óptima. l
19 Añada siempre polimeTasa de PCR a la mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca alm cene la

solución de trabajo combinada,
20 Durante el paso de normalización de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el ellet de las

bolas de la biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea ella celda
de flujo de MiSeqDx,

21 Cumpla los tiempos de incubación especificados en el paso de normalización de bibliotecas. Una i cubación
inadecuada puede afectar a la representación de bibliotecas y la densidad de grupos,

22 Debido al número de transferencias de placas y al potencial de contmninación consih)l.1iente, se de e prestar
especial atención para garantizar que el contenido de los poci.Ilos permanezca completamente en bl pocillo.
Evite las salpicaduras de contenido. 1

23 La recomendación de entrada de ADN de 250 ng permite la variación en la cantidad de ADN. Est nivel de
entrada determina el rendimiento del kit. N

Notas de procedimiento
1 Illumina precisa la inclusión de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo ( TC o

control sin plantilla) en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras procesad3

t
en

paralelo. La n1uestra de ADN de control positivo debe contar con unas características bien definid s con una
variante conocida en la región de interés.
Antes de iniciar el protocolo del kit MiSeqDx Universal 1.0, extraiga y cuantifique el ADN. I

Se puede utilizar cualquier método de extracción de ADN validado. I .

Cuantifique el ADN con un espectrómetro. Verifique que A260/A280 de la muestra de ADN sea supenor a
1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 ng/"L Cada muestra requiere 5 ,,1 de ADN genómico (total de

250 ng).
,\

~

I LI ,.
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NOTA
Para una eficacia de producción máxima, proceda con la preparadón de bibliotecas de hasta 96
muestras y, a continuación, divida las muestras en dos experimentos de sccuenciación con un máximo
de 48 muestras cada lmo.

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cad ciclo, se
debe leer como mínimo uno de los dos nucleótidos de cada canal de color para garantizar un registro adecthado. Es
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de Índice que es objeto de secuenciÁción
puesto que, de lo contrario, se podría producir un fallo de registro durante la secuenciación de la lectura dbl Índice.

Consulte la Tabla 9 para elegir las combinaciones de cebadores de Índice para experimentos de 48 o 96 mu~stras.

p p p
acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de color en los canales verde y rojo. Consulte la Ta

r
,la 11 y la

Tabl,] 12. Como mínimo, los experimentos que emplean entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinacio es de
cebadores de Índice que se muestran en la Tabb H).
Para procesar con precisión experimentos más pequeños, como mínimo se debe disponer de ocho muestras. Si no se
dispone de seis muestras únicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede llenar el experime~to con
duplicados de muestras o de cualquier muestra de ADN genómico humano. Consulte la Tabla 10 para obíener
información sobre el conjunto mínimo de Índices con equilibrio de color que utilizar para los experimento de
secuenciación de ocho muestras.

"labb 9 Combinaciones de cebJdores de índicepara experimentos de secuenC'iadónde 48 muestras o 96 muestras
Filas de la A a la H Columnas de la 1 a la 6 Columnas de la 7 a la 12

Cebador de índice A (ASOl) Cebador de índice 1 (A701) Cebador de índice 6 (A706)

Cebador de índice B (AS02) Cebador de índice 2 (A702) Cebador de índice 7 (A707)

Cebador de índice C (AS03) Cebador de índice 3 (A703) Cebador de índice S (A70S)

Cebador de índice D (AS04) Cebador de índice 4 (A704) Cebador de índice 9 (A709)

Cebador de índice E (ASOS)~~ Cebador de índice S (A70S) Cebador de índice 11 (A711)

Cebador de índice F (AS06) Cebador de índíce 10 (A710) Cebador de ín.dice 12 (A712)

Cebador de índíce G (AS07) -- --

Cebador de índice H (ASOS) ~- --

Si la secuenciación es inferior a 48 muestras en un ex erimento de secuenciación, seleccione los Índices a r iados de

Muestra 8Muestra 7

Combinacíones de cebadores de :índicepara experimentos de stxUl'nciadón de ocho muestrasl Cebador de Índice 1 Cebador de Índice 2 ICebador de índice :10
¡ (A70l) (A702) (A7IO)

, j'vluestra1 Muestra 2 IMuestr8 3
Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6

Cebador de Índice C
(A503)

Cebador de Índice D
(A504)

labio HJ

Cebador de indice E
(A505)

(

Fe

I ~Iebr,dro Diez

(' Biotv~e~.A.

N.' de referencia 15039608 Re ESP 111

Dra. Sil A
OIREe, A

M 4 421
BIOSY5 fEMSfs.



Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Secuencias del cebador de índice

L,hl" 11 Seulendas para Cebadores de indi", A (ASO]) - 1-1(ASOS)

Cebador de Índice Secuencia

Cebador de índi", A (ASO])

Cebador de indi", B (AS02)

TGAACCTI

TGCTAAGT

AGGAGTGG

TGTTCTCT

TAAGACAC

CTAATCGA

CTAGAACA

TAAGTICC

TAGACCTA

CebadOJ de mdlce ]2 (A712)

Cebador de índi", C (A503)

Cebador de índi", D (A504)

Cebador de índi", E (A50S)

I Cebador de índi", F (AS06)

Cebador de índice G (A507)

Cebador de indioc t-J (ASOS)
.- ,.. ~.- -

Llül,l j2 Seulendas para Cebadores de indi", ] (A70]) - 12 (ATJ2)

Cebador de Índice I Secuencia

Cebador de indice] (A701) I ATCACGAC
I Cebador de índice 2 (A702) ACAGTGGT
~ -
Cebador de índice 3 (A703) I CAGATCCA
~
I Cebador de índice 4 (A704) ACAAACGG
,. o_o

0 __ - --
Cebador de índice S (A705) I ACCCAGCA

f
,

l Cebador de ín~ice 6 (A706) AACCCCTC ~
Cebador de índice 7 (A707) I CCCAACCT

I Cebador de índice S (A70S) CACCACAC I

Cebador de índíce 9 (A709) I GAAACCCA
i Cebador de ú,dice ] O(A71O) TGTGACCA
-_.- - --~-~

0- --
Cebador de índioc 11 (A711)

I

~GGTCAA

• __ 00- ~ __ • • - - ~--- ----. ----

Instrucciones de uso
Preparación de la hoja de muestras de MiSeqDx

] En la pantalla Welcome (Bienvenida) de Gestor de la lista de trabajos de JIlumina, seleccione Crea!e Worklis!

(Crear lista de trabajo).
2 En el campo Test Type ([ipo de prueba), seleccione MiSeqDx Universal.

~
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En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la ho~ ,~.as:"'"'' ~.
_ Si se usa el ID alfanumérico del código de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la ho~lé'Roo.~

muestras, software operativo de MiSeq (MOS)encontrará la hoja de muestras automáticamente
Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botón Browse (Examinar) de s ftware
operativo de MiSeq (MOS)para localizar la hoja de muestras correspondiente.

[Opciona1]Escriba una descripción para identificar el experimento.
Aseh'úrese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
Seleccione Next (Siguiente).

Introducción de información de la muestra
1 En la ficha Table (rabia) o la ficha Plate (Placa), introduzca la siguiente información de cada pocill que

contiene lnuestra:
a Sample ID (IDde muestra): lnh'oduzca un ID de muestra único.
b Index 1 (Índice 1) e Index 2 (Índice 2): Especifique el adaptador de índices que se utilizará pa a cada

lectur" del índice. I
c Manifest (Manifiesto): Especifique el nombre del archivo de manifiesto que contiene informaci(j)nsobre

las muestras del pocillo específico.
Para obtener más infonnación sobre el archivo de manifiesto, consulte Grupo de oligonud{!(¡tido~
persoflf/1i;.:(ul(Js en la págir'll1 5.

2 [Opcional] Para registrar información más detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y u a
descripción para la muestra.

3 ¡Opcional I Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (Positiv ) en el
menú desplegable Control (Control).

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

5 Seleccione Finish (Finalizar).

Hibridación de grupo de oligonucleótidos

Preparación
1 Dejeque el grupo de oligonuc1eótidos personalizados, el tampón de hibridación, las muestras de DN

genómico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura alnbiente. I
2 Agite el grupo de oligonuc1eótidos personalizados y el tampón de hibridación con fuerza para ase%urarse de

que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y, a continuación, centrifugue brevemente los
tubos para recoger el líquido.

3 Caliente un bloque de calor de 96 pocillos a 95 oc.
4 Precaliente una incubadora a 37 oC.
5 Cree la placa de muestras de acuerdo con el gráfico de placa impreso con el IWM.

Procedimiento
] Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa HYB).
2 Ai'lada 5 fll de muestra o control a 50 ng/fll (250 ng total) en los pocillos correspondientes de la placa HYB.

Siga la disposición de placas generada para una selección correcta de los pocillos. t
3 Ai'ladaS fll de grupo de oligonuc1eátidos personalizados en todos en todos los pocillos que contie en ADN

genomlco.
4 Afiada 40 fll de Tampón de hibridación en cada muestra de la placa HYB. Pipetee con cuidado arriba y abajo

enb"e tres y cinco veces para mezclar.
5 Selle la placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.
6 Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 oCe incúbela durante un minuto.

k
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Kit MiSeqDx'M Universal 1.0

7 Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 oC y sígalo incubando hasta que alcance los 40 °

Eliminación de oligonucleótidos sin ligar

Preparación
1 Deje que la mezcla de extensión-ligadura, el tampón de lavado restrictivo y el tampón de lavado universal

akancen la temperatura ambiente y, a continuación, agite brevemente. I
2 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (en adelante, FPU) desde la parte superior hasla la parte

inferior: tapa, placa del filtro, collar adaptador y placa MID!.
3 Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuación:

a Añada 45 etl de tampón de lavado restrictivo en cada pocillo.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oC durante cinco minutos.

Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
Transfiera el volumen Integro (aproximadamente 55 fll) de cada muestra a los pocillos correspond entes de la
placa delliltro.
Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oC durante cinco minutos.
Lave la placa del filh'o como se indica a continuación:
iJ Añada 45 fll de tampón 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 oC durante cinco minutos.
Repita el lavado tal y como se descrIbe en el paso anterior.

'Ílif" NOTA
.,,"" Si el tampón de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 oC hastn qU

I

'
haya pasndo todo el líquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto y, a continuacIón, vuelva a montar
la FPU.
Afiada 45 fll de tampón de lavado universal en cada pocillo de muestra.
Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oC durante 10 mInutos.

NOTA
Asegúrese de que se haya drenado todo el líquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en G;'1S0

necesario.

(,

7
8

5

3
4

Procedimiento
1
2

Extensión-ligadura de oligonucleótidos ligados

Procedimiento
1 Añada 45 fll de mezcla de extensión-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filtro.
2 Selle la placa del filtro con película de aluminio adhesiva y, a continuación, cúbrala con la tapa.
3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 oC durante 45 minutos.

~

.
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Amplificación PCR

KitMiSeqDxT

Preparación
1 Prepare NaOH 0,05 N nuevo.
2 Determine los cebadores de índice que se deben utilizar de acuerdo con la impresión del gráfico de la placa

de Gestor de la lista de trabajos de nIumina.
3 Deje que la mezcla maestra de l'CR y los cebadores de índice adecuados alcancen la temperatura a biente.

Agite cada tubo congelado para mezclarlo y, a continuación, centrifugue brevemente los tubos.
4 Disponga una nueva placa de l'CR de 96 pocillos (en adelante, placa AMP).
5 Añada cebadores de Índice a la placa AM,r como se indica a continuación:

a Afiada 4 ,,1 de cebadores de índice seleccionados [A (A501) - H (A50S)] al pocillo correspondiente en una
columna de la placa AMP. j

b Descche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.
cAñada 4,,1 de cebadores de índice seleccionados [1 (A70l) -12 (A712)] a la fila correspondien e de la

placa AMP. Se debeu cambiar las pUlltas después de cada fila para evitar la coutamillaciáll cruz da mire
ílldices.

d Deseche los tapones naranjas originales y coloque tapones naranjas nuevos.
6 Prepare la solución de trabajo de PCR de mezcla maestra de PCR/polimerasa de PCR tal y como s indica a

continuación:
a Para 96 muesb'as, afiada 56 ,,1 de polímerasa de PCR a 2,S mi de mezcla maestra de PCR.
b Invierta la solución de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclarla.
La solución de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Procedimiento
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Retire la FPU de la incubadora y, a continuación, retire el sello de película de aluminio.
Cubra la placa del filb'o con la tapa y cenb'ifugue a 2400 x g a 20 oC durante dos minutos.
Añada 25 ,,1 de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filb'o. Pipetee NaOH arri a y abajo
clJlCOo seis veces.
Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante cinco lninutos.
Miel.1tras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 ".l de la solución de trabajo de PCR a cada POCi

t
'lo de la

placa AMP que contiene cebadores de índice.
Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuación:
a Pipetee las lTIUestras en la prinlera colu111na de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis ve es.
b Transfiera 20 ,,1 desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP. I
c Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la SOlucilónde

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 pU1ltasdespués de cada columua para evitar la c01ltamiuaciá1l cn/zada mire íudices y
1nuestras.

7 Selle la placa AMP y asegúrela con un rodi.llo de goma.
S Centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
9 Transfiera la placa AMI' al área de posamplificación.
10 Ejecute el proceso de PCR mediante el uso del siguiente programa el1un ciclador térmico:

95 oC durante 3 minutos
25 ciclos de:

95 oC durante 30 segundos
-- 62 oC durante 30 segundos
- 72 oC dura nte 60 segundos
72 oC durante 5 n1inutos

6

4
5

1
2
3
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Limpieza de PCR

Preparación
1 Dejeque las bolas de limpieza de PCR alcancen la temperatura ambiente.
2 Prepare una solución nueva con etanol al 80 % a partir de una solución de etanol absoluta.

Procedimiento
1 Centrifugue la placa AMP a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.
2 Disponga una nueva placa MIOI (en adelante, placa CLP).
3 Invierta las bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuación, invierta 10 veces más.

Inspeccione visualmente la solución para garantizar que las bolas están resuspendidas.
4 Añada 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 agítela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.
7 Incube a temperatura ambiente sin agitar durante] Ominutos.
8 Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el sobre adante

desaparezca.
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 contínuacíón:

a Añada 200 pl de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.
b Incube la placa en el soporte magnético durante un mímmo de 30 segundos o hasta que el sob 'enadante

desa parezca. l
c 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 conHguración de pipeteo a 20 pl para extraer el exceso de et no!.
13 Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos. l
14 Añada 30 fJ-Ide tampón de elución en cada muestra y, a continuación, agite brevemente.
15 Selle la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras gitar,

verifique si las muestras estaban resuspendidas. En caso contrario, repita este paso.
16 Incube a temperatura ambiente durante dos minutos.
I7 Coloque la placa CLP en el soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el

sobrenadanl:e desaparezca.
18 Disponga una nueva placa MIOI (en adelante, placa LNP).
19 Transfiera 20 pl del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP.
20 [Opcion" 1I 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 te1peratura
entre -25 oCy -15 oChasta la finalización del experimento de secuenciación yel análisis de los datos. Los
productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solución de problemas en caso de que sé
produzcan fallos en las muestras.

PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
-.( '. "'1 Si se 'detiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto. La p aea'1 permanece estable hasta tres horas a entre 2 oC y 8 oC.

. I LiJ1J1~¿£~i%lr / t:fvstems S.A.



Normalización de bibliotecas 944
Preparación
1 Prepare NaOH 0,1 N nuevo.
2 Deje que el diluyente de normalización de bibliotecas, las bolas de biblioteca yel lavado de normalización de

bibliotecas alcancen la temperatura ambiente. I
3 Agite las bolas de biblioteca con vigor y asegúrese de que todos los precipitados se hayan disuelto ~or

completo. I
4 Agite .las bolas de biblioteca con vigor durante un minuto invirtiéndolo de manera intermitente hasta que las

bolas se resuspendan y no quede pellet en el fondo del tubo cuando este se invierte.

Procedimiento
1 Mezcle diluyente de normalización de bibliotecas y bolas de biblioteca en un tubo cónico nuevo de 15 mi

como se indica a continuación:

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

a
b

Para 96 muestras, afiada 4,4 mI de diluyente de normalización de bibliotecas.
Pipetee bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.

NOTA
Resulta muy importante resl1spender completamente el pellet de las bolas de la biblioteca del fondo
del tubo. Si ut.iliza una 1"1000,se asegurará 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 lU"La densidad de grupos homogénea en la celda de flujo.

2

5
6

7
8

e Para 96 muestras, pipetee 800 fll de bolas de biblioteca en el tubo que contiene diluyente de
normalización de bibliotecas.

d Dé la vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido.
Añada 45 fll de la solución de trabajo diluyente de normalización 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 miCl.oplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.
Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el sobr ,adante
desaparezca.
Con la placa LNP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadan te.
Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con lavado de normalización de bibliot cas como
se indica a continuación:
a Añada 45 fll de lavado de normalización 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.
e Coloque la placa en el soporte magnético durante un mínimo de dos mmu tos o hasta que el ,

sobrenadante desaparezca.
d Extraíga y deseche con cuidado el sobrenadante.
Repita el procedimiento de lavado de normalización de bIbliotecas tal y como se describe en el pa o anterior.
Utilice una pipeta multicanal P20 con configuración de pipeteo a 20 fAlpara extraer el exceso de latadO de
normalización de bibliotecas.

9 Retire la placa LNP del soporte magnético y añada 30 fll de NaOH 0,1 N en cada pocillo.
10 Selle la placa LNP yagitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
11 Durante los cinco minutos de elución, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adel" te, placa

SGP).
12 Añada 30 fA]de lampón de almacenamiento de biblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la ,laca SGP.

3
4
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'13 T I I "' d" 'd I . ,d\ .,ras a e UClon e cmco mmutos, asegurese e que todas as lnuestras de la placa LNP estén resusllen"Ci,isJas' \. 'c

por completo. Si las muestras no están completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las mueStr£s , '
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuación,
agite cinco minutos más.

14 Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un mínimo de dos minutos.
15 Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cincb veces

para mezclar. '
16 Selle la placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.

PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
Si no se procede de manera inmediata a la agrupación de biblioteGls y la consiguiente secuencia ción ~n

l MiScqDx, ahnaccnc la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oC hasta tres días.

Agrupación de bibliotecas

Preparación para agrupación de bibliotecas
1 Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrífuga de l,5 mI a 96 oc.
2 En una hielera, prepare un baílo de agua con hielo. Enfríe el tampón de dilución de biblioteca en el baño de

agua con hielo.
3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

Preparación de una dilución nueva de NaOH
PRECAUCiÓN
Eluso de una solución nueva de NaOH diluida es esendal para desnaturalizar completamente las
muestras para la generación de grupos en MiSeqDx.

'1 Combine los volúmenes siguientes en un tubo de microcentrífuga:
Agua sin ARNasa, ADNasa (900 fll)
Preparado de NaOH 1,0 N (100 fll)

2 Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Desnaturalización y dilución de Control interno PhiX
1 Combine los siguientes volúmenes para diluir la biblioteca Control interno PhiX a 2 nM:

Biblioteca Control interno PhiX de 10 nM (2 fll)
1 tampón TE (8 fll)

2 Combine los siguientes volúmenes para que dé como resultado una biblioteca Control interno Phi de 1 nM:
Biblioteca Control interno PhiX de 2 nM (10 fll)
NaOH O,1 N (10 ,ti)

3 Agite brevemente para mezclar la solución de la biblioteca Control interno PhiX de 1 nM.
4 Centrifugue la solución de plantilla a 280 x g a 20 oC durante un minuto. i
5 lncúbela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca Control int~rno PhiX

en cadenas individuales. ;
6 Al1ada el siguiente volumen de tampón de dilución de biblioteca previamente refrigerado en el tulio que

contiene la biblioteca Control interno PhiX desnaturalizada para obtener una biblioteca Control interno PhiX
~20~. i

Biblioteca Control interno PhiX desnaturalizada (20 fll) i
Tampón de dilución de biblioteca enfriado previamente (980 ,ti) !

Preparación del cartucho de reactivo I
"[ Descongele el cartucho de reactivo de MiSeqDx con un baño de agua con suficiente agua desioniz+da a

temperatura ambiente como para sUlnergir la base del cartucho de reactivo hasta la línea de agua 'impresa en

f
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NOTA
Es esencial que los reactivos del cartudlO estén completamente descongelados y mezclados para garantizar
una correcta secuendación.

~~~~~

:~~
este. No permita que el agua supere la línea de agua máxíma. 9 4~ a :.r ",<?'...~( PF.U" "

2 Descongele el cartucho de reactIvo en el baIlo de agua a temperatura ambIente dur te ximada -'t'ft<?-"'"
una hora o hasta que se haya descongelado por completo.

3 Saque el cartucho del baño de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga de a base del
cartucho. Seque la base del cartucho. Asegúrese de que no haya salpicaduras de agua en la parte s perior del
cartucho de reactivo. l

Inspección del cartucho de reactivo
1 Invierta el carh.lcho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y para compro ar

visualmente que todas las posiciones estén descongeladas .

.•.,
2 Inspeccione visualmente el reactivo de la posición 1 para aseh'urarse 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.

•••. NOTA"If,.,.- Los tubos del dispensador MiSeqDx acceden al fondo de cada depósito parJ aspirar los reactivos, de odo
que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

4 Coloque el cartucho de reactivo en hielo o resérvelo a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC (hasta s is horas)
hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados óptimos, proceda
directamente con la carga de la muestra y la configuración del experimento.

Preparación de muestras para secuenciación
1 Deje que el tampón de dilución de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el tampón de ilución de

biblioteca y asegúrese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo.
2 Si la placa SGP se ha almacenado congelada, descongele la placa SGP a temperatura ambiente.
3 Centrifugue la placa SGP a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
4 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).
5 Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciación. Se puede agrupar un máximo de 48

muestras para su secuenetación.
6 Si la placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipete ndo

arriba y abajo entre tres y cinco veces. I
7 Transfiera 5 fll de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP, columna por columna, ¡un

porta gradillas de ocho h.lbos de PCR. Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y resér ela.

'iIIr NOTA
-.¡~ Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oC. La placa SGP

sellada permanece estable hasta tres días. I

8 Combine y Ir'ansfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el lbO PAL.
9 Disponga un tLlboEppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).
10 AIlada 585 f1l de tampón de dilución de biblioteca al tubo DAL.
11 Allada 6 fll 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 fll de PAL al tubo DAL que contiene Tampón de dilución de biblioteca. Pipetee arriba abajo

entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.
13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rápido como pueda.
14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
15 Incube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 oC durante dos minutos.
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Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos
'[ Utilice una punta de pipeta de 1mi independiente, limpia y vacía para perforar el sello metálico situado por

encima del depósito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).!
2 Pipetee 600 fll de las bibliotecas de muestra en el depósito Load Samples (Carga de muestras). Pro eda con

cuidado para evitar tocar el sello metálico al dispensar la muestra.
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depósito tras la carga de muesh'as. En caso de qu haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.

3 Continúe directamente con los pasos de configuración del experimento con la interfaz de software perativo
de MiSeq (MOS).

Inicie sesión en el software operativo de MiSeq (MOS).
Seleccione Sequence (Secuenciar).
Se abrirá un conjunto de pantallas de configuración del experimento en el siguiente orden: Select Riun Type
(Seleccionar tipo de experimento), Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), Load Reagents (Cargar rl1actiVOS)'
Review (Revisar) y Pre-Run 01eck (Comprobación previa al experimento).
Seleccione Diagnostic Run (Experimento diagnóstico).
Cuando aparezca la pantalla Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), limpie la celda de flujo y, des¡:]ués,
cárguela.
Cierre la puerta del compartimento de la celda de flujo y el cierre de la celda de flujo.
Tanto el cierre conlO la puerta del conlpartimento deben estar cerrados antes de iniciar el experimerto.
Cuando la celda de flujo está cargada, el software lee y registra la RFlD. Aparecerá una confirmaciln de que
la RED se ha leído correctamente en la esquina inferior derecha de la pantalla. .
Cuando aparezca la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos), vacie la botella de residuos, cargue la botella
de Solución SBS de MiSeqDx (PR2) y, a continuación, cargue el carhlcho de reactivo.
Cuando la botella de solución SBS de MiSeqDx (PR2) y el cartucho de reactivo están cargados, el s ftware lee
y registra la RFID. Aparecerá una confirmación de que la RFlD se ha leido correctamente en la esqJina
inferior derecha de la pantalla. 1
Seleccione la hoja de muestras correspondiente.
El software buscará de forma predeterminada un archivo de hoja de muestras cuyo nombre coinci ' a con el
número del código de barras del carhlcho de reactivo cargado en el instrumento. I
Confirme la configuración del experimento y los resultados de la comprobación previa al experim'1nto.
Inicie el experimento. j
La pantalla Sequencing (Secuenciación) se abre cuando empieza el experimento. Esta pantalla proporciona
una representación visual del experimento en curso, incluidas las intens,idades y las' puntuaciones de calidad

(punhlaciones Q).

8
9

7

6

3
4

5

Configuración del experimento

1
2

Procedimientos de control de calidad
Las prácticas recomendadas de laboratorio indican que se incluya una muestra de ADN de control positiv. y una
muestra de control negativo (sin plantilla) en cada experimento. La muestra de ADN de control positivo d~be contar
con unas características bien definidas con variantes conocidas en la región de interés. 1
• Si un control sin plantilla genera un ,índice de llamada superior al 10 %, indica contaminación en el control

sin plantilla. El protocolo se considera erróneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el protocolo des e la
preparación de bibliotecas.

~

"

-,' '_o
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Características de rendimiento

Precisión
Se llevaron a cabo dos estudios independientes para evaluar la precisión de la plataforma MiSeqDx.

Estudio 1
En este estudio se ha empleado un ensayo típico diseñado para buscar una variedad de genes de 24 434 bases de 19
cromosomas diferentes con posibles exones clínicamente relevantes. Las 13 muestras únicas utilizadas en est~ estudio
corresponden a dos padres y 11 niños que varios laboratorios habían secuenciado con frecuencia mediante d~ferentes
metodologías de secuenciación. Seis muestras pertenecen a mujeres, y siete muestras, a hombres. Se determi~ó la
precisión de las variantes de nucleótido único (SNV, por sus siglas en inglés) mediante la comparación de los datos
del estudio con una base de datos de referencia bien fundamentada. La secuencia de la base de datos de refJrencia se
obtuvo a partir de la combinación de varias metodologías de secuenciación, datos públicos e información h~reditaria.
Se creó la siguiente tabla para evaluar la precisión del sistema en función de los datos del primer experimeJto del
estudio. No se repitió ninguna prueba de este estudio.
Los resultados de este estudio se muestran a continuación.
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O

O

O--10
O

121

117

110

O

O

]_-0 ~~[D-o-~_O_~

O 128 O 100

-] O 1133-- lO
[~Olj~-

O 119 O 100

lO 127 =r0~~ 100

O 135 O 100

=r= =:-1_13_0-_1_3_1 [-9..---

110

[130-:-13~

117

[12-1 ------ IO

114 O 114

[1_29_--.--_--=ro-_=r_-]2_9 _~[o----
131 O 131

.] 130

15

- -r~13~-,[15

13

13

n --J_13~I15-

13 15~-~-=r-15--
13 15

- pOIi'A (5)

Poli.A(5).
Poli-1'(5)

_.- -" - - - . ---- -~~~ -"' - ,

122 Poli.1'(5). 13 15 122 O 122 O 100

Poli-C(5)

- - 1

4

2

12 2 114~---J~- -
13 _"_2~~~_1129

, 14 3 131

N.O de N.°rle N.O de % de
Tam..'Uio del Contenido N.9 de N.O total de N.O de llamadas ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del . muestras muestras por muestra que de correctas por inconec- correc~
.1nalizado' amplicón únicas analiZ<1.das2 se pudo rcali7..a~

lIamadas4 muestraS tasI> tas7

1 I 1 I 132 I Poli.C(5). 13 15 132 O 132 I O 100

63%GC
~ ._-L.~~~---_.- ......l.-_~_~L---.~L_I~

128 Poli.1"(5) 13 15 128

_3~-I:~_ -'-1133 r- Tí3-~--'~==~" -----'-__

2 119 13 15 119

~5 -~~12 ----=r127---E'¡is)'--=V-'-]15 1_.1_2_7 _

I 6 2 135 Poli-A(6) 13 15 135~I
r 8 2 110 Poh-1'(o)

'--;---=r~~~--~E-.---1Poli.A(14)
10 2 117

L_i_1__~'L=_=__JI21 -=r=
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Tamaño del Contenido N.°rle N.1l total de N.tI de llamadas
N.o de N.o de N.o de % de

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

muestras muestras por muestra que

analiz.ldo1 amplicón únicas analizadas2 se pudo realiz..lr3
de correctas por incorrcc- corree-
IIamadas4 muestra~ tas6 tas'

---~~ - - p- --
21 3 117 Poll.A(6), 13 15 117 O 117 100

Poli.T(5),
Región homóloga
en un cromosoma
diferente

:

:
--.J

------------. ---_._-------'-DxT" Universal1.0

,;
"'í

16 3 130 13 15 130 O 130 O 100
L____._ H=¡ [-o --- ¿j13 - -F--- [1~7--~' [117--=ro=-]17 3 117 O 100

18 3 136 Poli.T(5) 13 15 136 O 136 O 100
._--

- ] --]- ~. -~---

I13
~--.

L13] T~ E-- J~ ._- ]
19 3 100

131jNVT(5),

20 3 123 Poli.A(5) 13 15 123 O 123 O 100

. 100O119

r.----------¡---- - ..
____ 120 ~ O ¡ lOO

. 129 O lOO

; O119

UZO- --.=J O

129 Or 133
H __ JO

I

135 O

~l:-- lo--J~100 ~

135 O 100 EO

=r12-3 ----- Io---:=rm----lo '-r=OO =t
134 O 134 O 100 i

---~--------'; ,l~

15

15

~---~------ ---_.-_._------

13

13

13 15

r13 15

13 15

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

135

119

4

3

~4--=r:---
! 26

.23 ._np---J_12_0 _C--.~~~_15 __

: 24 3 . 129

- ....- ] 13 C_5--.-~_~
I 22
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100

100

--[100----
100

[100----
100

[100
100

O

O

o

rO- -:] 100

O 100

133

121

T--

1.-2:5
134

J- 118

122
[131.
133

O

o

o

o

o

[0-- -J 128

O 131

133

1211513

13 15 134

] 13 ~----=r;~18-----

13 15 122

[Y3---J!5~-- -} 131

13 15 133

- --] 13 };s i128
13 15 131

--------------- ----

l'oli-A (5),
SNV

T

l~
l'oli-T (5)

121

133 l'oli-T (5), 13 15
SNV

[112 iSNV [D-E
133 13 15

[135
__U] -F-- I 15

-=rru=--
134

]118 ==r-
122 l'oli-A (5)

[ll1- n =c--
133

J128 Il'Oli-T(6)

131

4

4

4

4

-r

X™ Universal 1.0

---- - ----"-

4 129 Poli-A (5), 13 15 129
l'oli-T (5),
SNV

37

36

31

32

33

30

39

,L ~ __ ~

41 i 4
i 42 4

~3- -=r_4_--- _

, 38

,-----
~ 40

,~ ---
--] 4

34 4
i... 35 ~~-I4

,
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Tamaño del I Contenido N.O de N.O total de N.u de llamadas
N.Ode N.O de N.Ode % de
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muesha que

analizado1 I amplicón únicas analizadas2 se pudo rea1izarl
de correctas por incorrcc. correc-
lIarnadas~ muestra~ las' tas'

•
~ ___ I 4 I 132 I - 13 15 132 I O

~ lO I 100



N.O de N.O de N.O de % de
ausencia llamadas llamadas llamadas
de correctas por ¡ncorree- corree.
llamadas4 muestraS fas!> tas'

,
"O-~ 120 10-=.=J 100

[O 119 O 100, 1118'~J [loo -ceo o[o 112 O 100 lA.,
L- •
O 120

,
~O 122 O 100
l

[117- [OO 100

!O 125 O 100

O nI 117- -E-~lOO' n -

,
,O 128 O 100

O Ii23--=r O [100---

iO 133 O 100,

;: rn2-~=ro [?-=
129 O 100

O 126 E~IOO-m~

rO 132 O 100
I

;0 [131 O
~-- ---

lOO

'O 119 O 100

120

120

119

129

126

N.\! de llamadas

por muestra que
se pudo realizarJ

119

[ 118~ _
112

132

__113~. _

N.O lotal de

muestras

analiz.¡ldas2

N.U de
muestras

únicas

13 15

15

13 15

1 13 [15~

13 15

:J 13 t15

13 15

[Y-~-
13 15

15

Contenido
genómico del
amplicón

120

Tamaño del

fragmento

analizado1

] 123 Poli-A (6) :rn=--' E ~.

._----~-
133 13 15 133
---- .- ----

112 15 112

5

4

Cromosoma

61

I eq íX'"M Universal 1.0

Amplicón

~ 5 119

: 57 E__ 020-} Poli-A (5)

l 58 5 119 -

59 ---Y--J 118-=-~J---,...L.':- ---
, 60 5 112
'-

52 4 129

\3_=:J-4~- ~_1_2_6----

[54 4 132

: 44 4 122 13 15 122

"45 -=1_4 1_1_7__ I_:. ~_1_3__ T~_ -rl1~-

46' 4 124 13 15 125

. 47-=-J_4_-__ ~E_]POIi-T(5) -~ Tl_3__ ~I~.~__11-1-i--
48 4 128 Poli-A (7) 13 15 128

'49--' -1_4 ._._
50 4



N.O de lIam.'ldas
N.o de N.o de N.o de % de

Tamaño del Contenido N.O de N.O lotal de
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que de
analizado1 ampJicón únicas analizadas2 se pudo reali7.a~

correctas por incorrec~ corree-
llamadas4 muestraS tasfl tas'

'-- __ ----'[100----
100

____ 1100

100

o 120

[O
~

O 112

[O .J 135

O 131

[O~J
121

O 132

J O ---1 133'
_._-]

O

O 120 O

[O
-1

135
--- ID-

O 126 O

132

120

15

15

13

13

[Y--J_15-~=r--¡5__ ~
13 15 112

113 ~_.:-J-l-35----~
13 15 131

[U-- -li5-~-] 133

13 15 120

~
13 [15- --T135

13 15 126

13 l~----J 134

13 15 122

Poli-A(5),
59%GC

Poli-A(6),
Poli-T(8)

6O%GC

L__
7

Universal1.0

72

73 r=-_=r_']34__ I-
74 7 122 Poli-C(5),

63%GC

,
"69- -1_7__ r133----r-- -_-~'__
I 70 7 120
I

~__7_1__ ~[-i [ 135

126

! 62 5 120 Poli-A(5)

-63-=n=~_1_15 r¿¡.(.';)
64 5 112 SNV

65 -- [5 -=r_13_5_-_' [!.~li~1~~
: 66 5 131 63%GC

r 67-
u

.- - -15 ~ 121

.68 5 132
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Tamaño del Contenido N.O total de N.O de llamadas
N.O de N.O de N.O de % de

N,v de

Amplicón fragmento gcnómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

Cromosoma muestras muestras por muestra que
de

analizado' amplicón únicas analjz,'1das2 se pudo realizar'
correctas por incorrec- corree-

.
lIamadas04 muestraS ta56 las'

77 7 125 - 13 15 125 O 125 O 100

Dx'" Universal 1.0 ----- -----------------_._----
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I 78 7 133 Poli-A (5), 13 15 133 O 133 O 100

I PoJi-T(5)

L79-I~~-~., l ------T;;-- ., --=r6 --IüU

- 1._._-- -]
~ I 15 JJ6 O 100

r 80 7 135 13 15 135 O 135 O 100

7 JJ8 15 JJ8 O JJ8 100

7 136 67%GC 13 15 136 O 136 O 100

7 131 58%GC 15 131 131 100
---~

!
7 119 Poli-G (6), 13 15 119 O JJ9 O 100

61%GC
L-----.

7 122 PoJi-T(5) 15 122 O 122 100

7 123 Poli-A (6) 13 15 123 O 123 O 100
_._._~-- ------~ ---

8 127 6O%GC 15 127 O 127 100

~ 8 129 57%GC 13 15 129 O 129 O 100

89- ---=r=-~_~(5) [13 =rY=-=r13O
ro- ---~ 130 J O ] 100

0° •
ro -~ 90 9 JJ6 13 15 116 O JJ6 O 100 CO'

;oro

15 --=1JJ9
[O I L L~O m(f) 91 9 119 Región homóloga 13 JJ9

(f)?o_-<'""'-lr en un cromosomJ,(1)40<
-I ..• ;X - diferente
mJ»1- ..-..::
;,: ~ .):>

en"" 92 9 121 13 15 121 O 121 O lOO
.....0 .•...

en z;:
?>\ on.,-

}';s



x™ Universal 1.0--------------------~----------

94 9 114 13 15 114 O 114 O 100

9510
r:- ,-,.' ;29--~ Poli.A(14) [U- 1"15 =I13O 'J-o- --1 129(de 130}"] 15 ~,23 1

96 9 114 Región homóloga 13 15 114 O 114 O 100 ,

en un cromosoma I

diferente;
!

SNV

; N.Ode N.o de
Tamaño del Contenido N.Ode N." total de N ...•de llamadas

N.ode ~.hde

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

muestras muestras por muestra que

analiZt1do1 amplicón únicas analiz.1das2 se pudo realizar3
de correctas por ¡ncorrec. correc-
Jlamadas.J muestraS 'as' tas7

93

I
9

l117
Regiónhomóloga 13 I 15

117 O 117 O

1

100
en un cromosoma
diferente ¡ i

, ~

-- -J_o~~-T122

O 127

[15 .._~J 122

15 127

T 15J~~13_3 '_-=ro=-- I_1_33 ~Lo- Fa.o =
15 138 O 138 O 100

T15_ ---- G_9 ~[0-~-1-3-9--~~E~-r100- ~

15 116 O 116 O 100

J 9 1122 [
9 127 Poli-A(5),

Poli.C(5)

97
i 98
;

1_-_9-9~=====[9 Il_33_~_-.l--~_~~~_L13

L100 9 138 64%GC B

101 [9---[139-' -.-J===========-J1":i'--

102 9 116 13

_,_10_3~_...• 9 rl-33-~~~~;_'~I._~A_G(_~_)'_~_I13-'r5 --~_1_33_ ..~~__ ~~[--- --1_1_3_3__ ~'_-P--~
i 104 9 138 57%GC 13 15 138 O 138 O 100

"105 9 136- - Poli.C(5), ---Tl; -1-5---- 136 O 136 -~0-_--'-'.1100 - t_
67%GC ~ ' ~
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~
Dx'" Universal 1.0

\ N.O de N.o de N.o de % de
Tamaño del Contenido N.o de N.o total de N.O de llamadas

genónúco del
ausencia llamadas llamadas llamadas

Amplic6n Cromosoma fragmento muestras muestras por muestra que
de

analizado' ampUcón únicas analiz.,das2 se pudo realizar'l
correctas por ¡ncorree- corree-

.. lIamadas4 muestra~ ta56 las'

-~------ . ----_._--~~----~---SNV

9 118 70%GC 13 15 118 O 118 O 100

CW=" '-rU8 [62-%-GC~=r13 li5
E.------T~ [128 '-J'o [ 100

10 120 60%GC 13 15 120 O 120 O 100
------ ----_._-~

I
--] ul139------¡ -- -- . 1 r' r1CO-'10 139 58 %GC; 13 15 O 139

SNV

10 118 57%GC 13 15 118 O 118 O 100

cw=--- 123 r poli_ToeS) [13'---] 15 [123 [ O TU3- O "]100---'

10 121 13 15 121 O 121 O 100
.. - --- ---- - -- - - - - -~

10 129 26%GC 15 129 O 129 100

10 122 13 15 122 O 122 O 100
____ o r--]10 124 Poli-T (5); 13 15 124 O 124 100

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

10 135 CA(4) 13 15 135 O 135 O 100

115

111

112

110

106

'1 116
'---- . _. _. ---- -- - ._- ,- - -_.- __ L_ .. _---01

117 10 135 Poli-A (6); 13 15 135 O 135 O 100

Región homóloga
en un cromosoma
diferente

r 118 10 119 Poli-C (5); 13 15 119 O 119 O 100 •

107

r 108
'-----
109

30 IN.' de referencia 15039608 Rev. A ESP



eqDX"" Universal 1.0._-------------------------------
,,

N.u de llamadas
N.o de N.o de N.o de I % de

Tamaño del Contenido N.V de N.u total de ,
genómico del

ausencia llamadas llamadas llamadas
Amplicón Cromosoma fragmento muestras muestras por rnu(>Sirn que

de
analizado' amplicón únicas analiz.,das2 se pudo rea1izarJ

correclas por ¡ncorree- correc-
lIamadas4 muestraS tas6 las'

j lOO
100

100

,
; 100
L---r-t~

lOO '""""
~,

1~~ ..

1

L100

lOO
I 100
l-~~

100

_LlOO~
100

lOO
. 1 .

L~__
100

Ll~~_
lOO

O

O

O

134o

117

0 [1~7
'O 113

~O~_~~ __ ._~_.I~
r_ In O

,O ._ _.1123 -... __ J..?
iO 127 o

o .I~36 Lo
'o 132 o

. ~o__-=-~_1.1151 o
'o 117 O,
,

]]7

]]5

134

132

]]3

123

]]7

127

136

129

121

15

15

15

15

13 15

13 15

13 15

13 15

13

Poli-A (5);
Poli-T (5)

Poli-T (8);
19%GC

Poli-A (6)

Poli-T (6)

Poli-T (5)

Poli-T (5)

Poli-A (5)

Poli-T (5)

121

127

123

113

129

117

11

11 132

11

11

11

11

11

129

130

124

125

2 ~ 11]]5
lJJ ::o~
O m(JJ ]] 117
(¡)=--o_-<;;"~,, r
cnZ()<
~;:;:z --~r
;;:•.. l> 135 11 134
(¡) t , 1" "- J

~
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- --- --,.._. ~ .- --- - éO151 13 123 I'oli- T (5); 13 15 123 O 123 O 100
26%GC "-•••••••••

Tamaño del Contenido N.lI total de N.o de llamadas
N.o de N.o de N.O de % de

N.O de

Amplicón Cromosoma fragmento genómico del
ausencia llamadas llamadas llamadas

muestras muestras por muestra que

anali7.ado' amplicón únicas analizadas2 se pudo realiz,1r3
de correctas por ¡ncorree. corree.
lIamadas4 muestraS tasÓ tas7

r 136 11 131 Poli-A (5) 13 15 131 O 131 O 100
'-~.._- -1

.~~._TI~GC;_ ,13 r~_J:;-- .----10_=\ _f~~~E-137 11 133

,..------- -~
138 11 137 Poli-T (8); 13 15 137 O 137 O 100

SNV

139 111 rm=~A(5) [ 13 [15-- 131
.__O] O 131 I O 1100

140 12 131 13 15 131 O 131 O 100
'--- i 12---J -1 13-~ -] E ro ---] -;00-141 128 15 128 128

142 12 133 Poli-A (5) 13 15 133 O 133 O 100

143 [12 1 136 =r=. [13 1 15 [136 I O [13-6 -=r O
T100--~ ,

144 12 124 13 15 124 O 124 O 100 ,
,

145 -r 12 [U2 [?%GC ~
13 15 122 _._-J:i [1; ---~E_==r100 :

146 13 122 13 15 122 O 122 O 100

147 13 --1 116 1Poli-C (5) ~3 15 116 17- 116 Io-I1OO--
,
148 13 133 13 15 133 O 133 O 100

[13 =:J JSNV -~-J T15 ] 117 --] r;í;---E=r 100
..-.J

149 117 13 O

150 13 124 Poli-T (6) 13 15 124 O 124 O 100



13

13

62%GC

I'oli-C (6);
60%GC;
SNV

-61 %-~~ 1_13 _
13

116

123

116

135

119

17

17

17

17

17

152 13 115 I'oli-A (5) 13

153 113 125 E 13

154 13 121 13

13 I123
[_un "_"-"""J 13

13 114 13

13 119 "__~J 13

i 158 14 122 58%GC 13

---;-S9--] 16 4:::S=-=? 13

[ 160 . " 16 13

161 ~ 123 [ I'oli-C (5) :J 13

119 13

,
1 164
165

, N.o de N.O de N.o de % de
Tamaño del Contenido N.ode N.v total de N.O de llama.das

ausencia llamadas llamadas llamadas
Ampl1c6n Cromosoma fTagmento gen6mico del mueshas muestras por muestra que

de ¡ncorree.
analizado1 amplic6n únicas analizadas2 se pudo realizar3

COlT&tas por cor.rec-

lIamadas~ muestraS las" tas'
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118 O 118 O lOO
I

1129- - - ----]
O :.J~~_--¡-l .JO 100

- ......••... ¡ -- .._-
131 O 131 O 100

15

15

15

13

13

13

~---- ---~.~-~~~~------~--- .-

58%GC

61%GC

I'oli-G(6);
67 % GC;
SNV

I'oli-C(5);
65%GC

L£'ii-A(6)- -~. [ 15

13 15T-- r13-'~ 15

13 15

60%GC -113 G
13 15

=[---~-T~~-E=.
13

131

131

118

-- ---- --~-----

17

17

17

172

170

N.O de N.o de N,o de % de
Tamaño del Contenido N.O de N.O total de N.o de llamadas

ausencia Barnadas Ilam.ldas llamadas
AmpJicón Cromosoma fragmento genómico del muestras muestras por muestra que

de ¡ncorree-
analizado1 únicas analizadas2 se pudo realizar3

correctas por correc-
amplic6n lIamadas4 muestraS las' tas'

i 174
I

'J75 =r1S-- .-.J....1_12__ ....•[ -

176 18 124

~- =-r 18 1_-_13_-4__ -----'

178 18 129

"179=rY8 - . --]_13_3 _

: 180 18 ' 118

~---T18-=r1_1_4_

182 18 118

I

---I~-13_~r5----=r_12~7 [O - uJ_12_7 __ ~..=E_-~
Poli-C(5) 13 15 118 O 118 O 100

_~_1_73 I;;~-=l~_13_8 __ ~ __6_1_%_G~C ~113.~ 15 _. [_13_-8_--_- [ O [B8 O T100----
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Amplicón Cromosoma fragmento muestras muestras por muestra que
de

anal izado1 arnplicón únicas analizadas2 se pudo realizar3
correctas por iI1correc. corree.

IIamadas4 muestra; las6 las'
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100

100

O

O

-'[_0 _
141

131

1. 122

139O
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139

T 131

14115

1513-- T13-=rn--
13

64%GC
1 ...
1~7%GC
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Región homóloga
en un cromosoma
diferente

n¡versal 1.0

19 139r 19 1131---
19 141

1
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184
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: 188 19 138 58%GC 13 15 138 O 138 O 100

'189~ 19 [;-23
rGC --- =113 15 1123 [O [ 123 [0---T-100

. 190 19 138 13 15 138 O 138 O 100

.-!~=rio 117 'liOIi-T(5)
~ J!5 }117 ro=-- =r11-7---=:J O [lOO
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ECO.
Poli-C (5)

100 ~194 22 122 62 %GC; 13 15 122 O 122 O
SNV .&.\.

• 195==:J ~ __ FIoGC
--- --

22 15 119 O 119
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1 "Fragmento analizado" hace referencia al tamaño de la región genómica secuenciada en bases, sin incluir cebadores específicos según el objetivo.

2.£1número total de muestras enumeradas es 15 porque dos de las 13 muestras únicas analizadas se procesaron en dos duplicados independientes.
3 El número de muestras o llamadas que se pudieron realizar es el número de bases que presentaban una calidad adecuada para que el sistema las llamara.

4 El número de ausencia de llamadas es el número de bases de un amplicón que genera una ausencia de llamada en el experimento.
s El número de llamadas correctas por muestra es el número de bases del amplicón llamadas que arrojaron resultados que coincidían con el conjunto 19 de la
secuencia de referencia del genoma humano y la referencia compuesta bien definida.
6 El número de llamadas incorrectas fue el número total de llamadas incorrectas de SNV (variantes de nucleótido único) o inserciones y deleciones en el amplicón.
Se incluyen más detalles sobre las llamadas incorrectas en las siguientes notas al pie.
7 El porcentaje de llamadas correctas es igual al índice de llamadas correctas de todas las bases del amplicón, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de
nucleótido único) o inserciones y deleciones se basa en información de referencia compuesta bien definida, y la llamada correcta de las bases en el resto de la
secuencia del amplicón se basa en la comparación con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir más de un
resultado esperado para un amplicón dado si algunas de las muestras contienen una inserción/deleción y otras no como, por ejemplo, el amplicón 9. El porcentaje
de llamadas correctas de muestras con resultado incorrecto se muestra en la tabla.
s El amplicón 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 información de referencia compuesta bien definida para 7 de 13 muestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras,
esta deleción de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisión de la secuenciación de MiSeqDx.
9 El amplicón 46 incluye una inserción 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 El amplicón 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 defi~das para 13 de 13 muestras tienen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras,
esta inserción de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisión de la secuenciación de MiSeqDx.
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La siguiente tabla contiene datos del estudio 1 presentados con la coincidencia de poQtaf€'íe~vo y P~Sl i~o~ PRfiiP'
donde los resultados de las variantes se comparan con la información de referencia co~uesta bien definida! p~os
cálculos de la coincidencia de porcentaje positivo. Dado que la información de referencia compuesta solo pJoporciona
resultados de las variantes de nucleótido único y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base no ~ariante se
comparan con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los cálculos de la coinc~dencia de
porcentaje negativo. Todas las bases no variantes arrojaron una coincidencia del100 % con la secuencia de nHerencia".
Todas las variantes de nuc1eótido único arrojaron una coincidencia del lOO% con la secuencia de referencial Las
variantes perdidas eran inserciones de una base o deleciones de una base en regiones homopoliméricas. l
lJbi" 14 Coinddenci" de los resultados de la llamada de bases de la plataforma MiSeqDx con los datos de refere.nd de 'J3
muestras bien definidas

24417

24416

24412

24416

24417

24415

24417

24418

1

2

2

18

23
18

24
20

19

19 17

19 17-~]20 -]19

20 18

22 20

100

100

100

100

NA12893

NA12882 100 16 15 1 24419

NÁ12883-] 195 [lOo~~T24-=r_23 __ ---,L I24:12.-

r NA12884 195 100 21 20 1 24415

'-N-A-128851195- 1100-=Y9 -===tJi ~-r--I_~~~_17.-
NA12886 195 100 22 20 2 24415

NA12877 1195 l100

¡ NA12878 195 100

"NA12879T=1=95=====[~

NA12880 195 100

1 El porcentaje de cobertura de omplicones es el número de bases de los amplicones se<:ueneíados con cOnfiall7..•1.
1. Enl~ las vnriantes esperadas por muestra se incluyen tanto las variantes de nucleótido único como las inserciones y deleci nes.
, Para las variantes perdidas, consulte la primera tabla del estudio '1y los nolns al pie de la 8 a la la. I
4 Coincidencia de porcent.1je positivo (PPA) '" lOOxTP/(T,P+FN), donde los positivos verdaderos (TP) son el número de llamadas de

variantes positivas en coordcnadns genómicas donde las variantes se presenlan de acuerdo con la secuencia de rcfercncid y el
alelo mutantc llamado concuerda con la sccuencia de referencia (columna llamad n "Variantes llamadas correctamentc") y lbs falsos
negativos (FN) son el número de llamadas de varianles negativas en coordenadas genómicas donde las variantes se prcs~ntan de
acuerdo con la secuencia de referencia (colunmél lIamnda "Vnriantes perdidas"). I

5 Coincidencia de porcent..1.jcnegativo (NPA) ""100xTN/(FP+TN), donde los falsos posilivos (FP) son el número de llamada!. de
variantes positivas en coordenadas genómicas donde las variantes están alL'lentcs de acuerdo con la secucncia de referenba, o si el
alelo mutal'lte llamado no concuerda con la secuencia de referencia (no se encuentra en la tabla, ya que no se realizaron IIJITh"'ldns
de variantes de falsos positivos en cste estudio) y los negativos verdaderos (TN) son cl número de llamadas de variante!
negntivns en coordenadas gcnómicns dondc las variantes est{mausentes de acuerdo con el estándar de referencia (colun~la
llamada "Bases no vnriantes llamadas correctamente"),

ej Jn~ro Diez.
)~
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Estudio 2 9 A 4 ~ ~PRrP.:.SiJ
Los resultados de la secuenciación del panel del amplicón anterior se compararon con un ge3po mu~ ro
definido para la NA12878 por el instituto de estándares y tecnología de EE. UU., National Institute of Standárds and
Technology (NIST) (v.2.151). De los 195 amplicones, 184 se encontraban dentro de llamadas de referencia mu~ 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

T<.lbld J?' Comparndón de los resultados de sCCUCnci¡Kión de la plataforma MiScqDx para la muestra NA12878 (.'Xm 1) base de

dotos del NIST

~i() de Variantes Va.r.ian-
Bases no Coincíden- ( oindden-

N.ll de cobertura
Variantes llamadas

variantes da de ,'a de

Muestra amplico- de
tes

llamadas
esperadas correcta~ perdi-

porcentaje orcentaje

nes amplico- correcta-

I
positivo3 egativo4

mente das
I nes= mente (%) (;0)

NA12878 L 184 .-1100. __.__ L~___~~~ 23066 I 94,12 100
.-

1 Züok, JM et al. lntegrating sequencing datasets to form highly confident SNP and indel genutype calls for a whole human g nome.
arXiv:1307.4661 [q-bio.GN].

2 El porcentaje de cobertura de amplicones es el número de bases de los nmpliconcs secuenciados con confinnza.
J Coincidencia de [XHcentajepositivo (PPA) '" 100xTP/(TP+FN).
4 Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) = lOOxTN/(FP+TN).
5 La '.'nnantc perdida es la deleeión de un par de bases en el amplicón 9 durante el experimento homopolimérico de 14bases no
llamadas por el instrumento MiScqDx que está presente en la secuencia del NIST. Tenga en cuenta que la secuencia del NI T no
inclu)'e la inserción de tUl par de bases en el otro homopolímero de bases A que estaba presente en la otra base de datos del
referencia utiliznda anteriormente en el estudio 1.

Los datos que arrojaron estos estudios de precisión corroboran la afirmación de que la plataforma MiSeqDx puede
secuenciar con precisión lo siguiente:

•

•

•

•

Contenido de GC ;,19 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados con un ]9 % de e ntenido
de GC se llamaron correctamente).
Contenido de GC 5,72 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados con un 72 % de e ntenido
de GC se llamaron correctamente).
Longitudes de poli-A 5,7 (se llamó correctamente la repetición de poli-A de siete nucleótidos en 270 l:le 270
amplicones secuenciados con poli-A =7). I
Longitudes de poli-T 5,8 (se llamó correctamente la repetición de poli-T de ocho nucleótidos en 270 ~e 270
amplicones secuenciados con poli-T =8). I
Longitudes de poli-G :56 (se llamó correctamente la repetición de poli-G de seis nucleótidos en 405 de 405
amplicones secuenciados con poli-G =6). I

._ Lengitudes de poli-C:57 (se llamó correctamente la repetición de poli-C de siete nucleótidos en 135 ~e 135
amplicones secuenciados con poli-C =7). l
Longitudes de repetición dinucleótida 5,5x (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados on
repetición dinuc1eótida de 5x se llamaron correctamente).
Longitudes de repetición trinucleótida 5,4x (todas las bases de 810 de 810 amplicones secuenciados con
repeticiones trinucleótidas 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 lla ,adas
correctas para dos inserciones de una base en regiones no homopoliméricas en 82 amplicones. o se
llamó una inserción de una base en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el crom. 5011132

en 135 amplicones.

•

•

•

•

~.
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Tres de cuatro deleclOnes de una base se llamaron correctamente. Todas Q1a4a4o .~ ~e ft)~Q'
realizaron en regiones no homopoliméricas en cuatro amplicones. No se llamó una deleción d~h:iria".Qase.""~~.-.
en un experiInento 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 determinó con dos ensayos típicos.

Estudio 1
Se ha diseñado un ensayo típico para buscar una variedad de genes de 24 434 bases de 19 cromosomas difer ntes con
posibles exones clínicamente relevantes. En el estudio se analiz~ron 13 muestras en nueve experimentos con ~res
instrumentos MiSeqDx diferentes y tres operadores diferentes (I'abla 16). Se utilízaron dos lotes de consumibles de
secuenciación y un único lote de reactivos de preparación de bibliotecas. Las 13 muestras corresponden a dJs padres
y 11 niños que varios laboratorios habían secuenciado con frecuencia mediante diferentes metodologías de r
secuenciación. Se analizaron dos muestras por duplicado, por lo que cada procesamiento generó resultados ara 15
muestras.
Para ]a evaluación de la reproducibilidad lote a lote, se analizaron 94 muestras y dos controles sin plantilla. e los tres
lotes. Cada lote se dividió para la realización de dos experimentos de 48 muestras con el fin de analizar tod~s los
reactivos y combinaciones de cebadores de Índice posibles. Un único operador completó todos los experimentos de
secuenciación con un único instrumento MiSeqDx con el fin de elinúnar cualquier posible variación provocbda por el
operador o el instrumento (rabi" 17). I
Se determinaron las llamadas correctas de las variantes de nucleótido único mediante la comparación de los datos del
estudio con información de referencia bien fundamentada. N o se obtuvieron experimentos erróneos ni se reJlizaron
nuevos experimentos para el estudio de reproducibilidad. Las siguientes tablas muestran los resultados de los
estudios para la evaluación de la reproducibilidad del sistema.

Febrero de 2014

~~

. . 11i.l.ndrcrDiez
~
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1'.lbl.lló Resultados de rcproducibilidad entre instrumentos del estudio 1 de la plataforma Mi8eqDx (nivel del amplicón)
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, 12 2 114 135 O O . ! lOO O 100__ ...J
O
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\ Kit MiSeqDx™ Universal 1.0__ w __

OOlOO
-----------

! O-----,
O

o 100 loo Ll_0__0 ~0 __ ~l_0 __ .....•_10_0 _

-LO - [lOO . O O 100 O O 100¡y----- . -100-[-0~-~ -- fIOO-E-¡-o===r-:;;;;;-
I ~ ~ ~~

O 100 O O 100 O O 100

L()--~"100J_o__ ~E l-ío~_=Ll~() o

O ! 10U O O lUU U O 100

I O--~ _:1_00~IY--~~=:J O E---T100

O I lOO O O 100 O O 100
I I¡o--- :100 1 O r~__ I;oo =] O 1O ~-~

O ¡lOO O O 100 O O 100

L()__ ~ 100.] O-==C° [~~-=lo---~~()()_-=
O : 100 O O 100 O O 100

~--- '10eE=J_o_- __ [~o-lo_=rO ~

O ÍJÜo. O - O 100 O O lOO

100--1 O,

I -

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 I MiSeqDx 3
Tamaño
del Contenido N.O de N.Q total N.O N.' total N.Q N.\'! total

Ampli- genómico
mues-- de

% de total de de
% de % de

CTomoso~ fragmen- llama- lIama- total de de

ron to del ampli- tras lIama- llama- llama-
lIama-

ma das
ausen~ das

ausen-

analiza- eón procesa- das cia de das cia de das das

das' ¡ncorree-
corree-

llama- incorree-
corree- conce-

do' llama- incorrec-
¡ las' das' tas'

tas5 tasS
tas' das3 tas'

;

oO_. ~~ - - - ----------- - - - -----------

_~~,-4 1112

~ 4 1~

"S3-J 4 [126- ---L
,

54 4 132

-ss] 5 131 r--
,

56 5 119

_57 =1 5 -1120 Poli-A (5)

58 5 119

59] 5 118 [
60 5 112

L 135

135

_______ ~Ll35
135

________ ~[l3~._
135

________ ~[ 135

135

_~_~ 1135-.

135:~ r-S- ~ 120 I_--: -l~3s.
62 5 120 Poli-A (5) 135

~63-. - F ~-CT(5)----_._- -] 135

64 5 112 SNV 135

-6; =r-- --.T~=[M_i~T_(_6) ~[135

'"66 5 131 63%GC 135
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[0'-: L'100-I~ __I;oo'--I o ['0 I1'0~"'-

o 100 O O 100 O O 100

Jo" .. ' 1; 100 lY' -~.-.J 100 ] O =r0'~- ['lOO' ,~

O . 100 O O 100 O O 100
I

J-o-- . ~ : 100 ] O - E.._] 100 [ O [o -}700 -- .

O 100 O O 100 O o 100

iO ~_iO: 100 I O I O ¡ 10~__ .

O I 100 O O 100 O O 100

O

O

O

O

135

135

135 O

135 o

'['" "135 O
. ~ --~--_ ...

T .~_Y~~,-.
--1'--' . .135 O

-- -- ------~- ._-~--

Poli-A (5); 135
59%GC

60%GC

- ---.j
Poli.A (6);
Poli-T (8)

67 I 5 i 121

~ 5 1~

,

,amano I MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

N.\! de I N.lI total N.O N.O total

I
N.' N.lI total

del I Contenido N.O % de %de % de
Ampli,- Cromoso- fra~men- 1 genómic_o mues- lolal de I de total de de total de de,

llama":
lIama~ Ilama- I

Ilama- lIama-
eón ma to del am pli- auseh- das

ausen- ausen- llama-
r l. proces.."l- das cia de das

das das
ana Iza- con cia de da de das

das~ corree- corree. corree.
do' Ilama- incorree- Ilama- incorrec-I llama- incorrec-

das'
tas5

das'
tas-' tas5

tas' tas' das) tas'
-----

7] 7 113~__
•

H 7 In

~69~J7-']133,
70 7 120

~1 '=, 7 [ 135

r 72 7 126

Poli-C (5);

63%GC

rn~~ 75]7 \12? ,~~~'GC~'!n135 __0nu~--L'-1°~---I~_'_Il:n1° lO ro~._.
o ~' 76 7 123 135 O O 100 O O 100 O O 100~~~=z~',~-- --]125".] .. ,~35--n- O ' ,E.__'-100 ~_.E~-Tl00-']O I O ~u _

"'b>-
;; b ,:t> , 78 7 133 Poli-A (5); 135 O O 100 O O 100 O O r.eo
ené:~"r;;! . Poli.T(5) ....,..
U> <' I

>~ ~79 '-J~7-~r 116 I J 135 lO [O __ J [100 [!nn 'I O "-Tl~ O [O--~:-.
\-~s ~-~~~. " / " .', :\:~ . , '. Lij\ ,,~
'"¡,:.".•..,,"''''"""'W "" ' . '~';J~<? ..

,~.., .

-~'i ~t MiSeqDx™ '~ __, UOIversall,O _.__ ,.. _, _

'fn-oiD --

ro'"'a n
V> o
~ ~



"'\

~

'C

o' .
!f[<D:ro •
3'0.~ -
en O
"'" 9 o. ro

N

t MiseqoXTht Universa~~O___ 00 o _

MiScqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

Tamaño N.O N.!! total N.' N.'.l total N.'
1

N.O de % de
N.O total

del Contenido tolal de de % de % de
Ampli- Cromoso- fracmen- e.enómico mues- total de de nama- total de deHama- Ilama-
eón ma lo del ampli- -auscn" lIn.ma- das

ausen- lIam:J- ausen- llama-
das dasprocesa- cía de das da de das da de das

analiza- c6n das' ¡ncorree-
corree-

l1ama- jncorree-
corree- corree.

Ilama- Ilama- incorrec-~n' tasS tas' tasS
das' tas' das' tas~ das:l tas'

~- ro--=1~100~1 O E-~J!_iio-_
O O 100 O O . 100

lO ro=-=r00--=rc~ lo '_Jloo.-J
O O 100 O O 100

_0 1iüünnr==--LC=_J 100 1

O 100 O O 100
.. _.~-

100 O O 100 O O

r 100 O O 100 O O
-~----~• __ ~o ______ ~ ___

O

O
" ._--~

lo ;100
O i : 100

[o-~ ~100
O 100

r
I
1.---

O

135

135

135 O

135 .. [0- l~"__ ~10_0_-1O
135 O O 100 O

135

135

Poli-T(5)

Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

I'oii-A(6) 135

60%CC 135

Poli-T(5) 135

57%CC

Poli-G (6);
61%CC

58%CC

135 O O 100 O O lOO O O 100

__~-=~o__ "";35-I~~F- -' !OO~_O __ ro"-- "T100 E"=r-o --~O .

67%CC 135 O O ; 100 O O lOO O O lOO

En. IO~i '"í-oo~[o [O -roo~_0_~E_I_l0;;-_.:
O O I I 100 O O 100 O O 100

121I 92 9~--------_.

80 i 135

118

136

-"~131

1 84 i 119
I
~=r7-"- "" J 122

"
~ 86. 7 123S7"=l 8 J 127

i 88 8 129

; 89 9
__ ]

130

. 90 9 116L.__ -- -- 1

91 9 I 119
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Kit MlSeqDx™ Univer_s_a._1.1.._0 _

, I I MiSeqDx 1 I MiSeqDx 2 I MiSeqDx 3

I Tamaño
Contenido

N.V de
N," N,o total N.{l N.fJ. total N.'del % de % de N.O total

genómico
mues- total de de total de de % de

Ampli- Cromoso- . fragmen- lotal de de
tras lIama- lJama- lIama-

eón ma lo del ampli- auscn- llama-
das

auscn- llama-
das ausen- Ilama-

analiz.,,"- oon proces.,- cía de das cía de das cia de das das
daS:

Ilama- ¡ncorree-
corree-

llama- ¡nconee-
conee. correc~

do' I ta" tasS Ilama- incorree-

I das3 tas' das) tas' das' las'
tasS

•
93 9 117 Región 135 O O 100 O I O 100 O O ! 100

I I

I homóloga en

I
un
cromosoma
diferente

99,22

100

100

-=rwo= ..J
100O

O

O

, O

T_0-n.~.-.1
, j

O O .

100

100
99,22

100

O

o O
O --.I45'
O O

_~-TO---T100~ O

100o

]-0 ~ 100 ron
O 100 O

I O J lOO lO

O lOO O

O

Poli-A (5);

___ ~1135
135

135

Poli-A (14)

Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente;
SNV

116

114

114

9

9

r. -------r=-
9 I 122

j !

9 12798
97

95
96

i 94
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100O

.i\)
•

100

100

] O ] 100 [ O Jo --'~-
O 100 O

_:=J_o_~[100 I O JO --J7oo -~
:-:J_: :_:_:_r--~J: r= -
O O 100 O O 100

m-l_o__ • , lOO [Y-"~]7---T;OO-JO E- ["lOO :

O I I 100 O _.. O _. _ 100 O O.. r~ •-L -;00. To.- E J1oo:JT-E- -~o~
.. __ 0__ ~ O O 100 O O 10'______ ~~_~~ ~_....JO

O

O

O

O

O

O

----- -- _. - -_.~---~---------~_.

~

05 9 =1.13 ..6 POli.C(5);L 135
67%GC

._- - -~._-~- -- - - .

1 106 9 118 70%GC 135

107 [io-~--112~ __ u~_~2_~~c-l 135

108 10 120 60%GC 135

109 10 ] 139_~~~-~~~~G~J~ __135~.

110 10 118 57%GC 135

-]";1:1 10 1123 ' __~=..POl~~(5)]- 135

r 112 10 121 135

10--~;29 __ 26~G.:J--.]35

la 122 135

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

lamano
del Contenido N.O de

N.' N.O total % de
N.' N.~total N.' N.(l total

% de % de
Ampli- Cromaso- fragmen- genómico mues- lotal de de total de de lotal de del1ama- lIama- lIama-
eón ma In del ampli- ausen- llama- ausen. Ilama- ausen- lIama-

proces,l- das
da de das

das das
analiza- eón cia de das cia de das

das2

I
incorree-

corree.
lIama- incorrec-

rorree- conee-
do' llama- tas5

lIama- ¡ncorree-
das'

las' las'
das' las' las' das3 las'

103 9 I Poli-A(51 135 O

-~

100 , O lO I 100
lO

¡ O i 100

1.
133

57%GC I L~
[ 104

- - ---- .._- --~ . ~---
r9 138 57%GC 135 O O ' 100 O O 100 O O 100

- -- ------ - - - ---
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100OO100OO100OO135

I I MiSeqDx 1 I MiSeqDx 2 I MiSeqlJx 3
Tamaño N.O de
del Contenido N.O N.O total

% de
N.O N.' tola] N.' N.' tolal

fragmen- genómico
mues- tolal de de lolal de de

(Yo de % de
Ampli- Cromoso- total de de

tras lIama- lIama- 11ama-. ron ma to del ampli- ausen- llama-
das

ausen. Ilama- aUSén- lIartHl-
analiza- eón

procesa- da de das cía de das das
áa de das

das
daS: Ilama- incorree-

corree.
Ilama- ¡ncorree-

corree. corree.
do' tas.; las' Ilama- incorree-. las'

das) las' das) las' das) las'

115 10 124 Poli-T (5); 135 I O O 100 O O 100 1 O , O 100
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

[116 10 135 CA(4) 135 O O 100 O O 100 O O "100
.- - -

117 10 135 Poli-A (6); 135 O O 100 O O 100 O O 100
Región
homóloga eh
un
cromosoma
diferente

e

135 O

r---] 135 lO58%GC

Poli-T (1O) 135 O
. --.....0-.- _. .•• ~_~~ ---
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iS!'<1Dx'MUniversal1.0

100

100

100

100

100

100

100

1

100

100

'J_10_0__

O

O

I O
O

O

100

100

100

100

100

100

O

- To' -lo ---¡ 1ó' =e--- roo-~100

I
O O 100 O O _l~~.i~----
O O 100 O O 100 J).
O O 100 O O 100

------_.

100OO

O

O

O

O

O

O

_J_O ~O~ _u~. ~_~IO
O 100 O

] O : : ;00-' ]_-0 -----'[_O _
O ; I 100 O OT-o -----' '10'0 ~o-- --ro
O [100. O O---o--~r=-~ r lOO-re 'l O - -1100--] O I O

O O ! ~O O O 100 O O

--o__-=-J-o----- I 100=r-~0~_-_-_-_-_<-0----1-0-0--E_ .. ro-~-J
O O . , 100 O O 100 O O

135

i ;

___~ L___O~_.L100

135 O O I 100

135 ~_.~~- .. ~ I 100

135

135

135

135

135

135

135

135

135

135

135

Po"-T(5)

Poli-T(8);
19%GC

Poli-A(S); 1
Poli-T(5)
. ...1

Poli-A(5)

-~~~~GC_1
Poli-T(8);
SNV

137

------ _.- -----_ ..-

11

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

Jamano
del Contenido N." de N.' N." total (}ó de N.' N.O total

% de
N.\l N.o total

Ampli- Cromoso. fra~men. genómico mues- lolal de de total de de total de de % de
lIama- Ilama- Ilama-

eón roa to d~1 ampli-, ausen- llama. ausen- llama. ausen- llama.
proces..1.- das

das
cia de . das

das das
analiza- con I aa de cia de das

I
das1 ¡ncorree-

corree-
'lIama- ¡ncorree-

corree. corree.
do' I

lIama- tasS
Ilama- incorrec-

das'
las' tasS

das' las' las' das3 las'

L'_~TJl-'J-----
135 L 13: _

r 136 11131

~- J_11__ ~r1:3
[ 138
1
I

L.-

[
123 T
__ . .__ .1

130 11 127 Poli-A(6)

_131~J..._1l__ ---,I~~_-~~o"~~!.1__
~ 11 132 Poli-T(5)

133 E------~~~__.[
r 134 11 117

125 11

1 126 11
,__ o

111127

128 11

11
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rI 12

12
143

144

Mi5eqDx 1 MíSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tamaño
del Contenido N.O de N.q total. N." N.\! total N.' N.O total

mues- de
~{) de

total de de
% de % de

Ampli- Cromoso~ fragmen- genómiro lIama-
total de de

tras Ilama- Ilama-
eón ma to del ampli- Ili\ma~ ausen- lIama- ausen- lIama-

I
das das das

analiza- eón procesa- das cia de das da de das
das' incor,rec-

correc-
Hama- inrorrec-

corrcc- corrce-
do' "tas5 lIama- lnrorree-

I las'
tasS tasS

I das3 tas' das3 tas'
,

i eqDx'" Universal 1.0-~--.._~--------------------------------------------------------------

~~ñ::'m""_O
3 5.
(f> ri. <3
~o....,
» "'.. ro

N

_._13_9_~_1_1 1_3_1__ 1 Poli-A (5) 1_1~5__ ,J_O 100 J_0 __ ~_0 l100 O O ~~

I 140 12 131 135 O 100 O O 100 O O 100

"1412--:]__12_8 [- [13~n]_O 1DOY O IlOO lO ~--~]_10_0 __

\ 142 12 133 Poli-A (5) 135 O 100 O O 100 O O 100

}136 -J,-~~__--_--Il~s. D=100-E-IO-" Ii~~~I~=_l()__=E€-.
124 135 O 100 O O 100 O O 100

145 fl_2 _-'_-~] 122 [-5;¡~h'Gc:-1 - ,- 1;;- I~;;-¡ [L.- _~~5_ j} 10_0__ ~O O LlO~ O O I-1~
, 'L246 13 122 135 O 100 O O 100 O O 100 I

14Q_13 J 116 ~_C_~_)__ ~~~====[l~-_.J_O --100J=0======r==l-1-0-0---¡'0' - - -ro: -I-W;-
: 148 13 133 135 O 100 O O 100 O O 100"

149113 [11"7' '1_5_N_V ~1:~--J_0 __ : 100 [T-=V -J-1OO-10 r_~[1OO--J

'::~- ;:- ;~:;,---~:: t=':: i~_: :_:_:~r~:1f
: 152 13 115 Poli.A (5) 135 O 100 O O 100 O O I

rr: "" -" _L __15_3_''_-1-1-=3====-1125-T_-======_.-.- __-_-_-_-=1135 ~=~~-_- •__'10_0_~~'[0--- E_' -~-_'-_I1OO=rO -] O - .~

.~-15.4-_13,----1~-1---- 135 'O J100 O O 100 O 0A!:!-Pi

»»

>*'\



Dx'" Universal 1.0

MiSeqDx 1 I MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

lamano
del Contenido N.O de N.Q N.O total % de

N.' N,O total
% de

N.O N.' tolal

Ampli- Cromoso- fragmen- ge.nómico mues-- lolal de de lolal de de lolal de de % de
llama- lIama- lIama-

eón ma lo del ampli- ausen- llama- das
ausen- .IIama- ausen- llama.

procesa- da de das I
das das

analiza- eón cia de das cia de das
daS! ¡ncorree-

corree-
Ilama- incorree-

corree- corree-
do'! Barna- tasS tas5

lIama- incorrec-

das3 tas' das" las' I das' las' las'

100o

o

o

o

o

o

o

135

135

135

62%GC

I'oli-C (5);
65%GC

r
; 16 ... ~. r;;;i-C (6); ¡

60%GC;
SNV---_ .....• -----~ -. - _. - _.

-~--------------_....•. --

1~ 17 lB
'-;-¡ ~. ,-----
. i67¡~1_7__~~_._
i 168 17 118

I

155 13

156 13

: 157 13

158 14

~J 16
iL2:a 16

16i~ 16

r 162 17

163 17

I 164 17

165

]
17
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o
Oo

o100

100

------------------- --- ....

100 O

O

o
O

ro "_-~ -i~--To--~I2~~ -_-'~r_o_-_-_-_-_E-----¡Wo"..
~~~L~ _

O ; 100 O O 100 O O 100

(0-_. -;oo-1j======JO =r100 J_o__ 1 o r-,-.oo
I - I~-o 100 O O 100 O O 100..Jo' ----'10010--=r_0 L~_]_0 O r'¡io--~

O : 100 O O 100

[0-'-' --¡oo~O E_-_' I100
'100 O O 100

O

O

O

O

O

O

O

O

o
O

135

135

135

135

135

135

135

135

135

135

Poli-C(5)

61 %Gc.l
58%GC

61%GC

Poli-G(6);
67%GC;
5NV

118

134

129

!,i2
124

.~niversall .0

I MiScqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3

I<Jmano I
del Contenido N.Q de

N.' N.O total % de
N.O N.(> total

% de
N.' N.O tomI

Ampli- Cromoso- fragmen- genómico mues- tolal de de tolal de de lolal de de % de
llama- llama- Ilama-

eón ma to del amplio ausen- llama- das
ausen- lIama- ausen- lIama-

procesa- cia de das das das
analiza- eón cia de das . da de das

das: incorrec--
corree.

llama- incorree-
corree-- corree.

do' Barna- llama- inrorree--

das'
tasS

das' las'
tas5 tas5

I
las' das' las'

179 1_18__ .-..1133

180 18 118

\81-.~--'- -l 114

182 18

176 18

177 =118-]
r

178 18

~!J-17---J12:-
172 17 118

m .]_17__ ---'ll~8-
174 17 131

169 17 ' 129-,.-------_ ...•.' .

1m 17 In
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100

_~[;oo'~
100

O 100 O O

O 100 O O

[i: [100 O O

. O 100 O O

O

O

OO135

_1_3_5_~~0 .~_0 1100

100

I Poli-G (6);
66%GC

64%GC

I MiS.qDx 1 I MiSeqDx 2 I MiSeqDx 3
Tamaño N.!lrle I

Idel Contenido N.O

I
N.2 total

% de
N.' N.O total

% de N.' N.V total

Ampli- Cromoso. fragmen- genómico
mues-- tolal de de 10lal d. de lotal de d. % de
tras llama- Ilama- llama-ron ma lo del ampli- ausen- , llama-

das
ausen- llama- ! ausen- llama-

analiza- eón
procesa- da de das cia de das

das
da de das das

das' llama- ¡nconee-
corree.

llama. incorrec-
corree-

l1ama-
corree.

do' taSo; las' incorree-
tas5

das' las' das) tas' dasl tas'

183 19 \122

: 184 19 139

-18S=:] 19 r i31

186 19 141

.....__ .,[Y%GC'''J~1_35 __ [O ---10 1100- J_o _
59 % GC; 135 O O 100 O
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

. ~.DxTM Universal1.0
"'\ !-

~\
-;;;o~.~n.0
~ O
"? ¡¡;~

N

O[0--

135 O O 100 O O 100 O O

[1:35 --ro--Io ':=J 100 r- }o'--J 100J -0- ':To-
135 O O 100 O O 100 O O

_ .. .--- ----- -_.- .....•... - ~-_ . - --
187 19 121 Poli-C(5); 135 O O 100 O O 100 O O 100

72%GC;
Región
homóloga en
un
cromosoma
diferente

190

-;91-l20

188 19 138 58%GC

_18_9__ C19--~~n_G_C _

19 138

L
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™ Universal 1.0

MiSeqDx 1 I MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tam'año

\ del . Contenido
N.O de N.O N.O total N.O N.tI total N.' N.Q total
mues- % de % de % de

Ampli. Cromoso- fragmen- genómico lolal de de lIama-
lolal de de

llama.
lolal de de

Iras llama-ron ma lo del ampli- ausen- llama.
das

ausen- llama.
das

ausen- llama-

analiz...1- ron procesa-
cía de das cia de das cía de das das

daS: llama. incorrec-
rorrec- Ilama- incorree-

rorrec- corree-
do' tas~ las' llama. incorrec-

las'
das) las' das) las' das3 tas4

I 192 22 136 Poli-A (7) 135 O O 100 O O 100 O O 100
l

z2~U Poli.A (5)0 135y- ]o---r-r----. }o-J llOO193 100 O O
l'oli-C (5)

194 22 122 62%GC; 135 O O . 100 O O 100 O O 100
SNV

195 f22 [119 66%GC ¡-135 __ Jü--l O 11~_.l° [ O _Fl O I O GÜ--
I "Fragmento analiz,ado" se refiere al tam..'lñode la región genómica secuenciada en bases, sin incluir cebadores específicos según el objetivo.
2 El número de muestras se calcula a partir de 9 experimentos de 15 muestras (11 muestros procesadas una vez y 2 procesadas dos veces).
¡¡ El número total de ausencia de llamadas es el número combinado de ausenciac; de llamadas obtenido para los 45 experimentos mediante el análisis del amplicón especifico con un
instrumento MiScqDx esp.."">Cificado.

• El número tol.11de llamadas incorrectas es el número combinado de llamadas incorrectas obtenido para los 45 e.xperimentos mediante el análisis del amplicón específico con un
instrumento MiSeqDx especificado.

5 El porcentaje de llamadas correctas es igual al índice de llamadas correctas de todas las bases del amplicón, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de nuclcótido único) o
inserciones y delecioncs se basa en la base de datos de referencia bien definida, y la llamada correcta de las bases en el resto de la secuencia del amplicón se basa en la comp.1ración con
el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir más de un resultado esperado para un amp¡¡cón dado si se espera que algunas de las
muestras contengan una inserción/deleción y otras no como, por ejemplo, el amplicón 9.

6 El amplicón 1 presentó un número de bases cuyo genotipo no se pudo llamar. 12 bases en 1/9 experimentos en NAl2881; UJl<1base en 2/9 experimentos y tres bases en 1/9experimentos en
NAl2886; 20 bases en 1/9 experimentos y 26 bases en 1/9experimentos en NAI2888. Esto se debe a una cobertura baja en bases de ausencia de llamadas de dichos experimentos, donde la
profwldidad de la secucnciación media fue de 33,2, con un mínimo de 21 y un máximo de 52. (O

'Cuando no se inclu)'en ausencias de llamadas en el cálculo, el índice de llamadas correctas es del 100 'Yo. --~
11 El amplicón 9 incluye un experimento homopolimérico de '14bases A de acuerdo con el conjunto 19de la secuencia de referencia del genoma humano. No obstante, la infonnación de _t\.
referencia bien definida parn 7 de 13muestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras, esL.1delceión de un par de bases se llama falso negativo y, ~
asimismo, como falsos negativos reproducibles elllos nueve experimentos. _f\..

9 El amplicón 95 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genama humano. No obstante, las secuencias de .~
información de referencia bien definidas para 13 de 13muestras tienen 15 bases A en este ex:~rimento homopolimérico. En estas 13muestras, esta inserción de un par de bases no se
llama de forma reproducible al 100% (es decir, es un falso negativo).
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Variantes de nudeótido único (SNV) I 1nsercionesl delecio nes

N.o ID de N.O de N.o de variantes N.' de N.Q de I N.O de

I
N.!}de I N.V de

de muestra experimentos de nuc1eótido N.!)de
falsos falsos inserciones y N.O de

falsos falsos
ADN de ADN por muestra único 1 llamad.<ls deleciones llamad.<ls

positi- negati- I , positi. negati

I ¡correctas I I correctas Ivos1 vos:! vos) ~vos2

I Falso positivo"" Variante lIéltrk")dapor el experimento de sceuenciación de MiScqDx que no se encuentra en la base de datos de referencia.
~Falso negativo'" Varinntc que se encuentra en la base de datos de referencia y no se llamó en el experimento de secuenciación de MiScqDx.
,l Las muestras NAl2877 y NA12878 se anali7...aronpor duplicado. Las muestras duplicadas arrojaron resultados idénticos.

eqOx™ Uni~r_sa_l_l_..0 -,- _

'fJbi,l l7 Resumen de los resultados de reprodudbilidad de la plataforma MiScqDx de 13 muestras bien definidas

1 I NA12877'118

~NA12878' 18

: 3 [?A1287~,-9 _

4 NA12880 9

: 5 [NA12881 [_9 _

L 6 NA12882 9

-7=:1 NA12883 ==9==========
: 8 NA12884 9

Lo; - -TNA12885 1.)
F .L::- -------
I 10 NA12886 9
-'---

11 r NA'-2~ 9

12 NA12888 9

L.l~=-F;2893"19-

,Los resultados del estudio 1 de reproducibilidad de cada muestra se presentan compuestos por los nueve experimentos en una columna. Los resultados mostrados
pertenecen únicamente a los resultados de las inserciones/deleciones y las variantes de nucleótido único frente a la secuencia de la base de datos de referencia de
tres experimentos en tres instrumentos. Este análisis demostró que los resultados de las variantes eran reproducibles en nueve experimentos de estas muestras.
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~\~.-~
~. \EstUdio 2
~ "Enun estudio de reproducibilidad en varios centros realizado con un ensayo típico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quístíca MiSeqDx de l1Iumina, se incluyó
-;;;¡ o ~ un subconjunto de variaciones genéticas de CFfR de interés clínico analizado con el software de MiSeq Reporter mediante el flujo de trabajo de secuenciación~ñselectiva de ADN de la plataforma Mi~eqDx. En el estudio a ciegas, se utilizaron tres centros de ensayo y se emplearon dos operadores en cada uno de ellos. Cada
(/> a uno de los operadores de cada centro comprobó dos paneles bien caracterizados de 46 muestras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los paneles~ º contenían una mezcla de AON genómico de estirpes celulares con variaciones conocidas en el gen CFTR. así como sangre desleucocitada con estirpes celulares con
. re variantes conocidas en el gen CITR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la incorporación de los pasos de extracción utilizados en la

preparación de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo. El índice de muestra de paso, definido como el número 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.

r<lbl,l 18 Resumen de los resultados del estudio de reproducibilidad realizado ron un ensayo representativo de 139 variantes de fibrosis quístiül MiSeqDx

Llamadas coincidentes

llama-
Llamadas coincidcntl"S N.e dr>

N.O positit'¡)s h'ariantes)
neg.,tivas (estado N.? de Coinciden- Coinciden-

das natural) llama- Coinciden-
P•. d, .ausenE:ia ci. da

G~notipo de muestra Variantes lot,11l"$ dos o., tol.,1
nel mues-- Cen- Ccn- Cen-

de llama- positiva negativa
P"' Ce n- Cen- Ce n- ¡ncorrec- (%)

Ira dos (%) (~ó)
rentro "O 'm ,,"o teo ,,"o ,,"o t.1S

., 2 3 1 2 3

100 100
Ll~~

100 100 100

100 1100 I!~_
100 100 100

~A4194A4 li4::.~'-:
100 100 100

l 1810 ~~~_0--_~1_0 __ ~ _

810 6 6 6 804 804 804 O O

[----I~=J:~~I~]T=J_o _
810 12 12 12 797 798 798 O l'

~ 1 I S549N(HEl)

: A 2 1812-1G>A(Hl:."1)E.IQ493X/F508del(HEl)

,A 4' F508dcl/2184de1A
I (HEl)

n~=rY122X/Rl158X(HEl) [---~~~=rn_5_' __

i A 6 F508dc1/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 O O

l ~ W
7-=r~R!5X-( -l-.¡~m--- ~810 16.=EE~~I~ _~_~~[O._~~=r=oO---1100 - .~

8 1507dcllF508del(H_El) 81O __ 1_2__ 1_2__ 1_2__ 7_9_8__ 7_9~__ 7_98_~ O 0 1_00 1_0_0 1_00 ~
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B 78 1812-1G>A (HE 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

-~I79 - - - --- -- - ----------
I810- 1

B W1' 810 O O O 810 810 O l. O N/A 100 100

B 80 F508deVR553X( 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

B ~~81 F508del/G551D ( 810 12 12 12 798 [798- 798 O L~-~~--100 100 100
--- --------- -- --,

B 82 R347P/F508del ( 810 12 12 12 798 798 . 798 O O 100 100 100---]----- - - -
-----

____ o-~--
(1'G)10(1) 816 18 18 18 798 798 798 O O 100 100 100
9/(1'G)12

B 83 Rl17H/F508deli

(1)5
----- ---- ..~-,- ~----- -- - -

i B 84 1507de!(HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100 ,

'¡;--=V- -2789+5G>A (HO 804 ] [~-
--- -¡

810 6 6 6 804 804 O 100 100 100
, • -- __ o __ .-.- ____ - __ ••

I B 86' CFTR dele2, 3/F: 810 12 12 12 798 797 798 O l' 100 99,96 99,96
(HE:1)

0.- ..-------_.
798 1798 ]0 --- --- ---

B 87 F508del/1898+1( 810 12 12 12 798 O 100 100 100
(¡-¡El)

- ,...,
B 88 W1' 810 O O O 810 810 810 O O N/A 100 ...w,~- ----~---

0° B 89 F508del/2143del' 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100
ro .' (HEl)",'"
O "'en rB

------_._--
cn~(;. 90 3905;n51'(HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100-< .{ r- 1en z -, <

- -}"91 394d~IIT(HE-n r-------¡sw- 16-/6.l6 .. FFl-S04l-Ü '--]-0
1
100-l ....•., -;

B.f>. )' .:Ji,. -
(J)Nlnl'
en. l, 'l:

~ '\7, _
»
.~
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L1amad.1S coincidentes

Llama.
Llamadas roin(id('ntes N.O de

N.e POSitiv"Sh'ari.lnlt's)
ncgativó1s (estado N.o de Coinciden- Coinciden-

d" natural) llama. Coinciden-
Pa. de ausencia da da

Genotipo de mut'stra . Variantes totales d" da tOL11
"nel mues- de lIolm<l- posith'a neg.lti\';l

por ceno! Ce n- Cl':n. C('n- Ceno Cen- in corree- ('~;'),,, das (''};,) (%)
centro 1m 1m lro IrO 1m 1m 1"

1 i 2 3 I 2 3

B 92

Total

F508del (HEl) 810 666
¡""" . o •• "_

2209

804 804

221 182

804 o o 100 100 100

99,88

1 La posición en estado natural correspondiente a la variante Nl303K de una duplicación provocó una ausencia de lIam..1dadebida a una cobertura insuficienle.
2 Un duplicado de las muestras 5 y 75 presentó Wl índice de llamada del O'Yo.Una investigación más detallada indica que es posible que no se hayan aiiadido las muestras a la placa de
muestras antes de la preparación de la biblioteca, ya que los volúmenes de muestra que quedaban en los tubos eran homogéneos)' no se tuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.

;J Las pruebas indican que el operador probablemente alternó las muestras 9 y 10 antes de la preparación de la biblioteca.
4 La posición en estado natural corresp::lIldientc a la variante MIV de una duplicación de cada una de las dos muestras provocó una ausencia de lIanl.lda debida a una cobertura
insuficiente.
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Extracción de ADN Q 4 4
Se evaluaron tres métodos de extracción dist,intosl extracción de bolas magnéticas, precipitación por alcohol y
aislamiento de la columna de filtrado de silicio, con sangre total anticoagulada con EDTA ](,. Se utilizaron 1r4
muestras de sangre únicas ~n el estudiol lo que representaba un rango de genotipos de un gen representatiJo. Dos
operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extracción de ADN. Cada aPiadar llevó
a cabo tres experimentos por método de extracción. Cada operador realizó cada una de las extracciones en días
diferentes. La concentración de ADN yel Índice de A2f1J/A280 de las muestras de ADNg extraídas se dete ¡minaron
mediante espectrometría. El tamaño de las muestras total para cada método de extracción en este estudio fije de 168
(14 muestras x 2 operadores/métodos de extracción x 3 experimentos/operador x 2 duplicados/muestras detDNg
extraídas).

1 lVlét~d:~ -1Número de . Índice de uestras
I lndice de J)amada L
I extracóón muestras analizadas del primer paso2

>-----~------------------------------1-----
I ]68 100% ]00% 100%

Precipitación por
alcohol

Aislamiento de la
a)lumna de filtrado
de silicio

]68 ]00% ]00% ]00%

E.xtracción de bolas
magnéticas

]68 ]00% 100% ]00%

'Precisión: Coincidencia de porcent.'1jescon un método de prueba de referencia (sccuenciación bidireccional de Snnger) cale lada
para aquellas posiciones de las bases que reciben una Jlam..1dade bases. I

2fnd ice de muestras del primer paso: Número de mucstras que satisfacen el índice de llamada especific<ldo la primera vez q~e se
procesan (es decir, nO requieren un nuevo e.xperimento ni un procesamiento adicional). Se representa como el porcentaje del
número total de muestras procesadas durante un único experimento de sccucnciación de MiSeqDx.

Entrada de ADN
El rango de entrada de ADN de la plataforma MiSeqDx se evaluó llevando a cabo un estudio de dilución en serie con
14 muestras de ADN representativas que contenían 16 variantes monogénicas únicas. Cada muestra se evaluó por
duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre 1250 ng y] ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, ]00 ng, 50
ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng). Para la determinación de la precisión, se compararon genotipos de muestra don datos de
secuenciaci6n bidireccional de Sanger. Los niveles 1250 ng y 25 ng se identificaron como el límite superiorle inferior
para la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un Índice de muestra de primer paso del ~5 % sin
llamadas incorrectas (100 %.de precisión y de Índice de llamada). I
Las entradas de ADN de ]250 ng, 250 ng y ]00 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN rer¡resentativas
y 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n=4*20=80muestras), mientras que el lími\e inferior de
25 ng se analizó con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n~]4'20=280 muestras). La precisión y el índice de
muestra de primer paso fueron del 100 % en todos los niveles de entrada de ADN, mientras que los índiccls de
llamada de muestras fueron del >99 %. j .

Sustancias interferentes
Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en la plataforma MiSeqDx, se utilizó un ensayo típi o diseñado
para buscar un solo gen en 11 529 bases en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el éstudio, se
utilizaron ocho muestras de sangre total que representaban ocho genotipos únicos. Se analizaron cuatro subtancias
interferentes endógenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) añadiéndolas a las muestras d~ sangre
antes de la extracción de ADN. Para evaluar la interferencia resultante de la extracción de sangre (extracci:ón breve), se
añadió EDTA a las muestras de sangre en dos concentraciones. En la tabla siguiente se muestran los límites de



muestras en presencia y ausencia de sustancias interferentes.
- _._ . .. I

I Concentración Concentración
,

Número total de comprobada en comprobad ••en
Sustancia de prueba duplicados

índire de lamada
sangre sangre, (lím'ite superior) (límite inferior)

I
I
Bilirrubina

,

t

I 16 684 flmol/l 137 "mol/l 100%

Colesterol ~ 16 13 mmol/I 2,6mmol/l 100%

I Hemoglobina 16 2 g/l OA g/l 100%
,
Triglicéridos 16 37mmolll 7A mmol/l 100%_ ..- -~--
EDTA 16 7mg/ml 2,8 mg/ml 100%
.. ..- ....1-- ..

ación de muestras
..

é.M:"Í.~.~
FOLIO ;, '\

Kit MiSeqDx™ Universal 1.0 \

.. .. . .. q 4ól~ $..-!~)J
concentraclOn de cada sustancia. ASImismo, para evaluar la interferencia resultante de la preparacron_(h~_~m, c.stE,_~~).!fJ'
añadió tampón de lavado al 15 % a ocho ADN genómicos purificados. Se consiguió un índice de llamada dcl"fuG~r
con todas las muestras analizadas, así como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo enlre

I--iex
Los cebadores de mdlce de muestras se utilizan en el kit paTa aSIgnar un codlgo de barras umco a cada muestra de
ADN, 10 que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciación.
Se comprobó un total de 96 índices de muestras con un ensayo típico diseñado para buscar un solo gen en 11 529
bases con ocho muestras de ADN únicas para verificar la capacidad del ensayo de realizar una llamada de genotipado
homogénea para una muestra determinada en combinaciones de cebadores de índice distintas. Cada muestra se
comprobó' con 12 combinaciones de cebadores de índice distintas. Se comprobaron 48 combinaciones de inJ!ices en un
experimento de secuenciación. Se compararon 105 resultados de las muestras con los datos de secuenciacióh
bidireccional de Sanger de todas las posiciones y variantes. La reproducibilidad y la precisión registradas lucran del
100 % en todas las combinaciones de cebadores de índice/muestras. J

Pat~:et~~u::en~~s~~~:ru~~:~~~;~~~ JIIunUna,Ine. y sus afiliados ('"Jllumina")y cs~n previstos solamente para el o eonrraerual
de sus dientes en conexión con el uso de los productos descritos en él y no para ningún otro fin. Este documento y su contenidd no se
utili7.arán ni distribuirán con ningún otro fin ni tampoco se comunicarán, divulgarán ni reproducirán en ninguna otra forma sin el
consentimiento previo por escrito de Illumina. lllumina 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 asegurar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, personal cualificado y adecuadamente capacitado debe
seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender completamente todo el contenido1de este
documento antes de usar estos productos.
SI NO SE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES DESCRITAS
EN ESTE, PODRfAN PRODUCIRSE DAÑOS AL PRODUCTO, LESIONES ALAS PERSONAS, INCLUIDOS LOS USUARIOS Y OTROS, Y
DAÑOS A OTRA PROPIEDAD. I
ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA QUE SURJA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUí DESCRITOS
(INCLUIDAS LAS I~EZAS O EL SOFTWARE) NI DEL USO DE DICHOS PRODUCTOS FUERA DEL ÁMBITO DE LAS LICENCIAS
EXPRESAS ESCRITAS O PERMISOS OTORGADOS POR ILLUMlNA EN CONEXIÓN CON LA ADQUISICiÓN DE DICHOS PRODUCTOS
POR PARTE DE LOS CLIENTES.

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VlTRO

@2012-2014Il1umina, Inc. Todos los derechos reservados.
Jllumina y MiSeqDx son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de ,¡Ilumina, Inc. Todas las demás marcas y nombres
mencionados en el presente documento pertenecen a sus respectivos propietarios.
AMPure, Beckman y Beckman Couller son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Bcckman Coulter, Inc.
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Información de contacto

lllumina
San Diego, 92122 California (EE. UD.)
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (fuera de Norteamérica)
techsu pport@i1lumina.com
\vwvv .i1h.lJnil1d .L'om

Etiquetado de productos

1" ~~'--I-R~-P~
Emergo Europc
Molenstraat 15
2513 BH La Haya
Países Bajos

Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Consulte.1a leyenda de los símbolos que se proporciona con cada kit para obtener información completa so re los
símbolos que pueden aparecer en el embalaje o el etiquetado de los productos.
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quístic
MiSeqDx™

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VITRO

N.° de catálogo DX-102-1 001: Seis experimentos, hasta 48 muestras por it

Uso previsto
El Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx de Illumina es un sistema de diagnóstico in vitro
de secuenciación selectiva que secuencia de nuevo las regiones codificadoras de proteínas, y los límites de intrones y
exones del gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) en el ADN genórlüco
aislado de muestras de sangre humana total periférica recogidas en EDTA ~. La prueba detecta variantes dé .
nuc1eótido único, así como pequeñas inserciones y deleciones en la región secuenciada, e identifica, asimismb, dos
mutaciones intrónicas profundas y dos deleciones de gran tamaño. La prueba está destinada para su uso en él
instrumento MiSeqDx de lllumina.
La prueba se ha diseñado para utilizarla como ayuda en el diagnóstico de personas ~on síntomas de fibrosis quística.
Este ensayo resulta más apropiado cuando el paciente presenta una fibrosis quística atípica o no clásica o cuando
otros paneles de mutaciones no han podido identificar las mutaciones causantes. Los resultados de la pruebA. los debe
interpretar un especialista en genética molecular clínica o equivalente certificado y se deben utilizar junto c~n otra
información disponible como, por ejemplo, los síntomas clínicos, otras pruebas diagnósticas y el historial fariliar.
Esta prueba no está indicada para fines de diagnóstico independiente, pruebas diagnósticas de fetos, prueba previas a
implantaciones, el cribado de portadores, el cribado de recién nacidos o el cribado de la población.

Resumen y explicación del ensayo

Descripción clínica
La fibrosis quística (FQ) es una de las enfermedades genéticas más comunes del mundo occidental y el trastorno
autosómico recesivo más frecuente que supone una amenaza para la vida entre la población blanca no hispáhica.I-5 La
FQ afecta a la viscosidad de las secreciones mucosas y al epitelio de las vías respiratorias, el páncreas, los iniestinos, el
sistema hepatobiliar, el tracto genital masculino y las glándulas sudoríparas, lo que provoca enfermedades I
multisistémicas complejas en varios órganos.2-4 Cabe destacar que los pulmones son el principal sistema anatpmico
asociado con la morbilidad y mortalidad.6 En muchos casos, el deterioro nutricional presagia la progresión de la
enfermedad pulmonar de la FQ. En consecuencia, un enfoque clave de los esfuerzos intervencionistas actual~s es el
diagnóstico precoz mediante el cribado de los recién nacidos5, lo que permite facilitar un acceso a tiempo a tos
servicios médicos fundamentales y garantizar el mejor resultado posible para las personas que padecen esta
enfermedad.2,5 Aunque existen diferencias en la supervivencia según el sexo (se registra una mediana corres ondiente
a la supervivencia superior en los hombres que en las mujeres), el valor de la mediana correspondiente a la 1
supervivencia es de 38,3 años en EE. UU.6

Variantes e incidencia de la CPTR ¡¡<

El gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) identificado en 1989 se encuentra en
el brazo largo del cromosoma 7 y contiene 27 exones de codificación repartidos en 230 kb.2 Un ARNm de 6,5 kb
producido por el alelo normal codifica la CFTR,.una proteína integral de membrana de 1490 aminoácidos qÓe
funciona como un canal de cloruro regulado en las células epiteliales de varios órganos.2,3 En la actualidad,jhay más
de 1900 variantes de CFTR descritas, y la mayoría de ellas son mutaciones puntuales? La variante más habitual de la
CFTR es el alelo F508del3, que representa casi un 70 % de todas las variantes de la CFTR.l No obstante, a mekudo,

,
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Ensayo de secuenciaci6n clfnica de la fibrosls qufstica MiSeqDx™

otras variantes habituales de la CFTR suelen conllevar el fenotipo de la FQ y otras enfermedades relacionad s con
la CFfR.'.3 . j
La fibrosis quística tiene una incidencia estimada de uno entre 2000 a 4000 nacidos vivos y una prevalencia e, apro-
ximadamente, 30 000 personas en la población estadounidense.2 Se da en todas las poblaciones étnicas y raciJJes en fre-
cuencias distintas: una de cada 3000 personas de origen caucásico, uno de cada 9200 hispanoamericanos, und de cada
10900 americanos nativos, uno de cada 15000 afroamericanos y uno de cada 31 000 asiático-americanos} .• Nb obstante,
cada vez es más difícil la asignación de una etnia determinada a una persona afectada.B En la Tabla 1 se proporcionan
los cálculos actuales de frecuencia de portadores de la mutación de CFfR por etnias en los EE. UU. basados en una
cohorte de 364 890 individuos sometidos a pruebas para determinar portadores sin antecedentes familiares dk fibrosis
quística.

Tabla 1 Frecuencia general de portadores de mutación de fíbrosis quística en distintos gmpos 6tnicos de EE. UU.'~
Grupo étnico Frecuencia de portadores observada
Afroamericano 1 en 84
Judío asquenazí len29
Asiático ] en 242
Cauc.lsico 1en28
Hispano 1 en 59
Judlo 1en32
De Oriente Medio ] en91
Americano nativo 1 en 70
Sudasiático 1 en 118
Otra etnia 1 en 111
Más de un origen étnico 1 en 34
Mitad afroamericano 1en 56

~tad caucásico 1 en 32
Mitad hispano 1en 51

No se indica 1 cn37
Todos los individuos 1 en 38

Diseño del ensayo
Todas las regiones de codificación de proteínas en el gen CFTR, incluida la secuencia intrónica adyacente d 10 nt, se
deteclan en todos los exones, excepto en tres (los exones 7, lO Y20). En el caso de los exones 7 y 10, solo se ¡hcluye la
secuencia intrónica adyacente de 5 nt en el extremo 5' del cxón para evitar inserciones y deleciones homopo}¡méricas
proximales. En el caso del exón 20, se incluye la secuencia intrónica adyacente de 30 nt en el extremo 5' dcl1cxón para
posibilitar la detección de la mutación 3272-26A>G.Además, el ensayo detecta, aproximadamente, 100 nt eÍ~lsecuencia
adyacente en las regiones no traducidas S' y 3', dos mutaciones ¡nlrónicas profundas (1811+1.6kbA>Gy 3489-tIOkbC>T),
dos deleciones de gran tamaño (CFfRdele2,3 y CFTRdele22,23) y la región Poli-TG/poli-T. La cobertura total del
ensayo se muestra en las posiciones de las coordenadas genómicas que se muestran en la Tabla 2.

Tilbla 2 Ensayo de secucnciacián cHnieade la fibrosis quística MiSeqDxCobertura de las coordenadas gen6mic1s
Inicio de la coordenada Detención de la
genómica hg19 coordenada genómica Longitud (par dC¡baSeS)
(cromosoma 7) hg19 (cromosoma 7)

117120041

117144297

117120211

117144427

171

131
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CFTR_Exon 3

I CFTR_Exon 4

CFTR_Exon 5

I CFTR_Exon 6

CFTR_Exon 7"

I CFTR_Exon 8

CFTR_Exon 9

[ CFTR_Exo'n 10"

CFTR_Exon 11

I CFTR_Exon 12

CFTR_lntron 12'"

I CFTR_Exon 13

CFTR_Exon 14

I CFTR_Exon 15

CFTR_Exon 16

1 CFTR_Exon 17

CFTR_Exon 18

I CFTR_Exon 19

CFTR_Exon 20:

I CFTR_Exon 21

CFTR_Exon 22

1 CFTR_lnlron 22'"

CFTR_Exon 23

I CFTR_Exon 24

CFTR_Exon 25

[ CFTR_Exon 26

1nicio de la coordenada
genómica hg19
(cromosoma 7)

117149078

i 117170943

117174320

, 117175292

117176597

117180144

117182060

117188690

117199508

! 117227783
117229516

, 117230397

117231978

: 117234974

117242870

117243576

117246718

I 117250563

117251605

117254657

117267566

I 117280010

117282482

: 117292886

117304732

: 117305503

Detención de la
coordenacL, genómica
hg19 (cromosoma 7)

117149206

117171178

117174429

117175475

117176737

117180410

117182172

117188887

117199719

117227897

117229526

I 117230503,
117232721

117235122

117242927

117243846

117246817

I 117250733

117251872

117254777

117267834

117280020

117282657

117292995

117304924

117305628

Longirud (par de ases)

129

, 236

110

184

141

, 267

113

f 198

212

, 115

11

, 107

744

I 149

58
, 271
I

lOO
171

268

I 121

269

¡ 11

176

110

193

126

I

1

I

1

I

1

I

I

I

I

I

I

I
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Inicio de Ja coordenada
genómica hg19
(cromosoma 7)

Detención de la
coordena.da genómica
hg19 (cromosoma 7)

i

Longitud (par de tses)

117306952 117307262 311
~~~--------~~---- '---~--~-----------'----------

TotaJ de bases 5203**

L_ .~ A~~eIcosode los exones7y 10, solose :~~IUy~as~:~~nciamtt::ca adyacentede 5ntenposiciónoscrndenle,e~~e~,ode: [-
De este modo, se evitan las elongaciones homopoliméricas en estas regiones. En el caso del exón 10, esta es la región POli-T~OIi-
TG del intrón 9. Esta región se trata de forma especial e independiente. 1

* En el caso de las mutaciones intrórucas profundas, también se incluyen cinco nuc!cótidos adyacentes a la SNV en cada lado.
, En el caso del exón 20, se incluye la secuencia intróruca adyacente de 30 nt en el extremo 5' del exón para permitir la detecció de la

mutación 3272-26A>G. I
** Con las dos deleciones de gran tamaño y las regiones Poli- TG/Poli- T, las posiciones/regiones totales son 5206.

Principios del procedimiento i'
El Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx de Illumina conlleva dos procedimientos
principales. El primer procedimiento consiste en preparar manualmente las muestras para la secuenciación, 1, que se
denomina preparación de bibliotecas. La preparación de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridaci 'n, la
extensión-ligadura, la amplificación PCR y la normalización de bibliotecas. El segundo procedimiento consis~e en
secuenciar la muestra preparada mediante el uso de la química de SBS (secuenciación por síntesis) en MiSeq x.

Preparación de bibliotecas
',~ ••.•••• l' '. M.~.__."

, _M~"M_ ~
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A Hibridación: El primer paso, la hibridación, hibridiza un grupo de oligonudcótidos ascendentes y desceIldentes
específico del Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quÍ,<¡tica:MiSeqDx en relación con el ADN gcnqmico de
la muestra. Al final de este proceso, un procedimiento de lavado de tres pasos con un filtro con capacidaq de
selección de tamaño elimina los oligonudeótidos sin ligar del ADN genómico.

j4 .' de referencia 15038344 Rev. A ESP

) L~Jekrz
~ / ~~tems S,A,

~

' , . 'IÁ I de2014, I
\ :

Dr . SILVINA ANELA
DIRECTORA ECNICA

MN 14.421
BIOSYSTEMS S.A.



9 4lt.

B Extensión-ligadura: El segundo paso, la extensi6n.ligadura, conecta los oligonudeótidos ascendentes y
descendentes hibridados. Una ADN polirnerasa se extiende desde los oligonucleóhdos ascendentes hast la
región objetivo, a lo que le sigue la ligadura hasta el extremo 5' del oligonuc1eótido descendente con un ADN
ligasa. El resultado es la formación de productos que contienen oligonuclcótidos específicos de la fibroso quística
flanqueados por las secuendas requeridas para la amplificación. I

e Amplificación PCR: El tercer paso, la amplificación PCR, amplifica los productos de extensión-ligadura con
cebadores que añaden secuencias de índice para el multiplexado de muestras, así como los adaptadores bomunes
necesarios para la generación de grupos en :MiSeqDx.Al final de este proceso, un procedimiento de limJ,ieza de
PCR purifica los prodU<..iosde PCR (denominado biblioteca). I

D Normalización de bibliotecas: Elpaso final, la normalización de bibliotecas, normaliza la cantidad de ca~a
biblioteca para garantizar nna representación de bibliotecas más equitativa en la biblioteca agrupada de~initiva.Al
final de este proceso, la biblioteca agrupada se carga en MiScqDxpara proceder con la secucnaación metuante el
uso de la química de SBS. 1

Secuenciación
La química de SBS se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucleótid único
en la incorporación a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciación, se añade un I
desoxinucleótido trifosfato (dNTP) único marcado con fluorescencia a la cadena de ácido nucleico. El nucleó~ido
marcado sirve como terminador para la polimerización, de modo que tras cada incorporación de dNTP, el colorante
fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuación,. la segmentación enzimática para permitir IÁ
incorporación del nucleótido siguiente. Puesto que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, Tj C)
están presentes como moléculas únicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporación. Las Ilamadas
de bases se realizan directamente a partir de las mediciones de intensidad de la señal durante cada ciclo de j
secuenciación. El resultado final es la secuenciación base por base.

Análisis de datos .
MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el análisis principal y genera información so re cada
muestra según la información especificada en la hoja de muestras, lo que se denomina análisis secundario. El clnálisis
secundario incluye el demultiplexado, la generación de archivos FASTQ la alineación,. las llamadas de varian~es y la
generación de archivos VCF que contienen información sobre las variantes de CFTR que se encuentran en posihones
específicas del genoma de referencia. 1
• Demultiplexado: Es el primer paso del análisis secundario si la hoja de muestras contiene varias mu stras y

el experimento tiene lecturas de Índice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en
función de los Índices de secuencia únicos que se aii.adieron durante el paso de amplificación PCR.

• Generación de archivos FASTQ: Tras el demultiplexado, MiSeq Reporter genera archivos intermedios
l
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 grupbs que
no hayan superado el filtro. I

• Alineación: La alineación compara secuencias con la referencia para identificar una relación entre las
secuencias y asigna una puntuación en función de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas sel
escriben en archivos con formato BAM. MiSeq Reporter utiliza un algoritmo de Smith-Waterman de bandas
que realiza las alineaciones de secuencias locales para determinar regiones similares entre dos secuenbas.

• Llamadas de variantes: Este paso registra las variantes de nucleótido único (SNV), las inserciones y 1
deleciones, y otras variantes estructurales en un archivo de texto normalizado y analizab.le llamado
MiSeqDxCFCIinicalSequencingAssay.txt. Para obtener más información, consulte la sección Archivo d
informe del análisis de la Guía del usuario de Mí5eq Reporta (n.' de referencia 15038356_E5P).
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Limitaciones del procedimiento
1 El ensayo secuencia las siguientes regiones del gen CFTR:

a Todas las regiones de codificación de proteínas del gen CFIR en 27 exones
b Entre 5 y 10 bases de secuencia intrónica adyacente
e Gen nucleótidos de secuencia intrónica en las regiones no traducidas 5' y 3'
d Dos mutaciones intrónicas profundas (1811+1.6kbA>G Y3489+ lOkbC>T)
e La secuencia Poli-TG/Poli-T ubicada en el intrón 9
f Un total de 5206 posiciones/regiones de los 188 702 pares de bases posibles en el gen

2 Para uso diagnóstico in vitro. Los resultados obtenidos con el Ensayo de secuenciación clínica de ,la fi rosis
quística MiSeqDx de lllumina se deben utilizar e interpretar en el marco de una evaluación clínica co~pleta.

3 El ensayo se ha diseñado para la secuenciación de las regiones de codificación de proteínas y los límites de
,

intrones/exones del gen CFTR y no incluye todas las regiones intrónicas ni las deleciones de gran tamaño. En
consecuencia, un resultado global de "cepa salvaje" no garantiza que otras mutaciones/variantes del tFTR
no estén presentes en las muestras que se están analizando.
- El ensayo está diseñado para detectar dos deleciones grandes especificas: CFTRdele2,3 y CFTRdel 22,23.

No se detectarán ni notificarán otras deleciones grandes. Este ensayo solo está validado para las I
inserciones y deleciones de hasta 3 bp.

4 Las variantes identificadas con este ensayo varían en frecuencia en función de las distintas poblaciones. No
es posible validar todas las combinaciones de variantes que se pudieron detectar en el gen CFTR con kste
ensayo. Se recomienda que el usuario confirme las variantes excepcionales y nuevas con un método de
~ciavalida~. I

5 Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridación, los polimorfismos o las mutacionJs
subyacentes en regiones de oligonucleótidos unidos pueden afectar a los alelas que se estén comprobtdo y,
en consecuencia, a las llamadas realizadas.

6 Si se identifican más de dos variantes para una muestra, se recomienda que el usuario verifique el re IUltado
repitiendo la muestra con el Sistema del instrumento utilizando una extracción nueva de ADNg para
descartar la contaminación cruzada de la muestra.
NOTA: Se debe tener en cuenta la ordenación de haplotipos cuando se detectan dos o más variantes. Este
ensayo no puede determinar si las variantes están en orientación cis-trans respecto de otras variantes.]

7 En el software de MiSeq Reporter, todas las inserciones y deleciones se dejarán alineadas en regiones i
homopoliméricas. Por ejemplo, la variante 444delA se identificará como deleción GA-TC, mientras que la
deleción se identificará en dbSNP como deleción G-ATC. La excepción a este caso son las 135 variantJs de
FQ que se enumeran en el mR2 como causantes de la enfermedad (según una lista de variantes conlfecha
de septiembre de 2013). Según el CF1R210, todas las inserciones y deleciones en regiones homopoliméricas de
este conjunto de variantes coinciden con la identificación de variantes esperada. I

8 El ensayo no puede determinar si la orientación de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de las demás vÁriantes
es del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas I
adicionales para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podría afectar al fenotipo clínico (por:
ejemplo, 12-13[TG] o 51), se encuentra en orientación cis-trans. j'
- Poli-TGlPoli-T son regiones homopoliméricas conocidas por ser difíciles de secuenciar debido al

deslizamiento de la polimerasa.
9 Este ensayo se ha diseñado para realizarlo exclusivamente en un formato de ocho unidades. Si no ha seis

muestras clínicas disponibles, excluidos los controles positivos y negativos, incluya otras muestras de ADN
genómico humano para completar el experimento.

Componentes del producto
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La plataforma MiSeqDx de Illumina consta de lo siguiente:

h. _ . Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quistica MiSeqDx (n.' de catálogo DX-102-1001)
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• Instrumento MiSeqOx (n.' de catálogo OX-41O-1001)

Reactivos

experimento (hasta un total de 48 muestras).

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, caja 1

TabJa 3 Reaciivos de preamplificación de la caja lA
Volumen

Componente Cantidad de Principios activos A1.macenami nlo
llenado

Grupo de 1 tubo 600 f'l Solución acuosa tamponada que cont.iene Entre -25 oC y -15 oC
oligonuclcótidos del oligonuc1eótidos cspeóficos para el gen CFTR
ensayo de
secu.enciación c1Ú1ica
de fmrosis quística
Tampón de 1 tubo 4,32 mi Solución acuosa tamponada que contiene sales y Entre -25 oC -15 oC
hibridación formamida
Mezcla de extensión- 1 tubo 4,8 mI Solución acuosa tamponada que contiene una mezcla Entre -25 oC y -15 oC
ligadura patentada de ADN polimerasas, ADN ligasa y dNTP
Cebadores de Índice 1 tubo 192 ~I Cebadores de PCR con secuencias de índice y Entre -25 oC -15 oC
C (AS03), D (A504) Y por adaptadores de secuenciación
E (AS05) cebador
Cebadores de índice 1 tubo 128 ~I Cebadores de PCR con secuencias de índice y Entre -25 oC -15 oC
1 (A701), 2 (A702) Y por adaptadores de secuenciación
10 (A710) cebador
Polimerasa de PCR 1 tubo 56 f'1 ADN polimerasa patentada Entre -25 oC -15 oC

Mezcla maestra de 1 tubo 2,8 mI Solución acuosa tamponada que contiene sales y Entre -25 oC -15 oC
PCR dNTP -

'L.lbla ;1 .Reactivos de posamplificación de la caja lB
Volumen

Componente Cantidad de Principios activos Almacenami nto
llenado

Diluyente de 1 tubo I 4,6 mI Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2- Entre -25 oC y -15 oC
normalización de mercaptoetanol y formamida
bibliotecas
Tampón de dilución 1 tubo 4,5 mi Solución amasa tamponada Entre -25 oC -15 oC
de biblioteca
Control interno PIUX 1 tubo 10 f'1 Solución acuosa tamponada que contiene ADN Entre -25 oC -15 oC

genómico PhiX

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, caja 2

Tabla 5 Reactivos de posamplificaclón de la caja 2

Reactivos suministrados

Illumina proporciona los reactivos para el Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx de Illumina
(n 1.I de catálogo DX-102-100l) Este kit se ha configurado' para seis experimentos con un máximo de ocho mueÁtras por

Componente
Cartucho de reactivo
de :MiScqDx: Ensayo
de secuenciación clínica
deFQ

Canhdad
6 cartuchos

Contemdo
Cartucho de un solo uso que contiene reactivos para la
generación y secuenciación de grupos para su uso con
MiSeqDx, incluidos formamida, 2-mercaptoetanol y
DIv[SO<2 %

AlmacenamIento
Entre -25 oC y -15 oC



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, caja 3

Entre 2 oC y oC

Entre 2 oC y 8 oc

A.lmacenam entoPrincipios activos

Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2~
mercaptoetanol y formamida
Solución acuosa tamponada que contiene sales4,8 mI

Cantidad

1 botella

1 tubo

Componente

Tampón de lavado
restrictivo
Tampón de lavado
universal

T",bJa (, Reactivos de preamplificadón de la caja 3A
Volumen

de
llenado
24 mI

Almacenamiento

Entre 2 oC y oC

Entre 2 oC y B oC

Entre 2 oC y oC

Entre 2 oC y oC

Principios activos

Solución acuosa tamponada que contiene bolas
paramagnéticas de fase sólida y polictilenglicol
Solución acuosa tamponada que contiene sales, 2~
mercaptoetanol y formamida

Solución acuosa tamponada que contiene bolas
paramagnéticas de fase sólida
Sustrato de cristal con oligonucleótidos ligados de
manera covalente

4,8 mI

1,2 mI

1 celda
de flujo

Cantidad

2 tubos

1 tubo

6 contenedores

1 tubo

Componente

Celda de flujo de
MiSeqDx: Ensayo
de secuenciación
clínica de la fib.rosis
quística

Bolas de limp.ieza
de PCR
Lavado de
normalización de
bibliotecas
Bolas de biblioteca

.rabla 7 Rcadivos de posamplificilción de la caja 3B
Volumen

de
llenado
5ml

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, caja 4

Almacenami 11to

Entre 2 oC y BlOC

Principios activosCantidadComponente

Solución SBS de
MiSeqDx (PRl):
Ensayo de
secuenciadón clinica
de la fibrosis
quística

Tabla S Reactivos de posamplificadón de la c.'lja 4
Volumen

de
llenado

6 botellas 353,1 mI Solución acuosa tamponada

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, caja 5

T<1bla9 Reactivos de preamplificación de 1<1caja 5
Volumen

Componente Cantidad de Principios activos
llenado

Almacenami nto

Placa del filtro 6 placas N/A Placa de microtitulación de polipropileno con una
membrana de polietersu1fona modificada

Entre 15 oC y SO oC

8 I N.O de referencia 15038344 Rev. A ESP
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Ensayo de sec ene'u laClon e Inlca e a 1 roSIS qUlstlca M SeqDx IM

Tabla lO Reactivos de posampHficación de la caja 5
Volumen

Componente Cantidad de Principios activos Almacenami nta
llenado

Tampón de eludón 1 tubo 4,8 mI Solución acuosa lamponada Entre 15 oC y O°C
Tampón de 1 tubo 315ml Solución acuosa tamponada Entre 15 oC y DOC
almacenamiento de
biblioteca

eactivos necesarios no suministrados

Reactivos de preamplificación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa ni ADNasa

R

Reactivos de posamplificación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Etanol, 200 proof, para biología molecular
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa ní ADNasa

Almacenamiento Y manipulación
1 La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 oC y 30 oc.
2 Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a un

temperatura de entre -25 oC y -15 oC hasta la fecha de caducidad especificada.
Grupo de oHgonucleótidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística
Tampón de hibridación
Mezcla de extensión-ligadura
Cebadores de índice C (AS03), O (A504) Y E (A50S)
Cebadores de índice 1 (A701), 2 (A702) Y 10 (AnO)
Polimerasa de PCR
Mezcla maestra de PCR
Diluyente de normalización de bibliotecas
Tampón de dilución de biblioteca
Control interno PhiX
Cartucho de reactivo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciación clínica de FQ

Salvo en el caso del cartucho de reactivo, los reactivos permanecen estables durante un máximo de seis ciclos
de congelación/descongelación antes de la fecha de caducidad especificada. 1

No vuelva a congelar el cartucho de reactivo una vez descongelado. Se puede almacenar hasta seis hbras a
una temperatura de entre 2 oCy 8 oc. I

3 Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC hasta la fecha de caducidad especificada.

Tampón de lavado restrictivo
Tampón de lavado universal
Bolas de limpieza de PCR
Bolas de biblioteca

k"1,. ." "

J
--~brilde2014. ~

~

Lic L,¿, o Die7~'~ra
BioSystems S.A.

•.-' i
Dr SILViNA ZANFLA
DIRECTORA TECNICA

MN 14.421 I
BIOSYSTEMS sr.



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™
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Lavado de normalización de bibliotecas
Solución SBS de MiSeqDx (PR2): Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística
Celda de flujo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística

Los siguientes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se alm cenan
a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.

Tampón de elución
- Placa del filtro
- Tampón de almacenamiento de biblioteca
Los cambios en el aspecto físico de los reactivos proporcionados pueden señalar el deterioro de los
materiales. Si se producen cambios en el aspecto físico (tales como cambios evidentes en el color del reactivo
o un aspecto turbio con contaminación microbiana), no utilice los reactivos. i
Los reactivos de Tampón de hibridación, Tampón de lavado restrictivo y Diluyente de normalización tle
bibliotecas pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a l
continuación, inspeccione visualmente para garantizar que no haya precipitados.
Siga estas prácticas recomendadas para la manipulación de las Bolas de .limpieza de PCR y las Bolas e
biblioteca:

No se deben congelar las bolas en ningún 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 color
homogéneo.
Mezcle bien la muestra después de ati.adir 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 soluciór!t se
aclare. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras asplfa lentamente el sobrenadante y etite

alterar las bolas apartadas.
La placa de amplIfIcacIón PCR puede permanecer en el ciclador térmico durante toda la noche. TambI 'n se
puede almacenar a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC hasta dos días. Antes de almacenar la placa ~ una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC, selle el pocillo de la placa, 1
No congele las Bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo Diluyente de normalización de bibliot€C

1

as si
no se van a utilizar de manera inmediata.

10 La placa de normalización de bibliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entre -21 oc
y -15 oC hasta tres días,

11 La biblioteca de amplicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 oC y -15 ° I hasta_~s, I
12 Cargue inmediatamente el grupo de amplicón diluido recién preparado en el cartucho de reactivo, El :

almacenamiento del grupo de amplicón diluido puede reducir considerablemente la densidad de grupos.

8

7

Materiales y equipo
Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

1 Instrumento MiSeqDx, n,Ode catálogo DX-410-1001
2 Kit TruSeq Index Plate Fixture, n,o de catálogo FC-130-1005
3 Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n,o de catálogo FC-130-1007
4 Tapones de recambio para el adaptador de indices, n,o de catálogo DX-502-1003

~

I ~k~lr BioSystems S.A.

Abr" de 2014

.,.-"
L) ,SILVINA ZANE
DIRECTORA TECNI A

MN 14,421
BIOSYSTEMS S,A



ni f f 7;,'- (",<1, &; '~
f, , - \'

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística iSeqDx™

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Materiales y eq uipo de la pream plificación '
1 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos, El bloque de calor debe dumplir

con las especificaciones de rendimiento siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se pueden
utilizar.

Rango de temperatura: ambiente de 5 oC a 99 oC
- Regulación de temperatura::t O/1°C a 37 °Ci ::!: 0,4 oC a 60 oC

2 Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (hamo de hibridación), La incubadora debe cuml1lir con
las especificaciones de rendimiento siguientes: J
- Rango de temperatura: Entre 10 oC y 100 oC
- Regulación de temperatura: ::!: 0/2 oC

3 Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 ° ,(Se
precisa una centrifugadora independiente en el área de posamplificación). Se admite cualquier centrifUgadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g), I

4 Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precisión. (Se precisa un conjunto indepenclliente
en el área de posamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la administr4ción
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran cpn
frecuencia y ofrecen precisión del 5 % del volumen indicado.

5 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 mi de polipropileno o equivalente
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético,
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 mI (placas MIO!)
Recipiente de solución de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sello de película de aluminio adhesiva
Sello para placas de PCR adecuado
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles
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Materiales y equipo de la posamplificación
1 Ciclador térmico: Se precisa un ciclador térmico. El ciclador térmico debe tener una tapa caliente y cu pHr

con las especificaciones de rendimiento siguientes:
Rango de control de temperatura: Entre 4 oCy 99 oC
Precisión de control: :t 0/25 oC de 35 oC a 99 oC

2 Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el área de posamplificación del
laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
- Velocidad de mezcla máx,: 3000 rpm I

Rango de velocidad de mezcla: de 200 a 3000 rpm
3 Cenbifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 0a. (Se

precisa una centrifugadora independiente en el área de preamplificación). Se admite cualquier centrifukadora
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 oC a 99 oC
_ Regulación de temperatura::t O/1°C a 37 °Ci:t 0,4 oC a 60 oC

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

6 Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precisión. (Se precisa un conjunto independiente
en el área de preamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la administraición

t_~~iezV BioSyslems S.A.



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

precisa de reactivo y .muestra, Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran oon
frecuencia y ofrecen precisión deIS % del volumen indicado,

7 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes,
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 mi de polipropileno o equivalente
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 mI (placas MIDl)
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
Tubos cónicos de 15 mI
Tubos de microcentrífuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
Gradillas de ocho tubos de PCR
Recipientes de solución de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sellos de película de aluminio adhesiva
Sellos adhesivos para placas
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Recopilación, transporte y almacenamiento de muestras
~.., NOTA
..,..... Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

1
2

3

4

5

Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K2•

Las muestras de sangre total se pueden almacenar durante un máximo de siete días a temperatura am iente,
un máximo de 30 días a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC o un máximo de 30 días congeladas a tina
temperatura de entre -25 oC y -15 oc. l
Es posible transportar sangre total durante un máximo de siete días a temperatura ambiente, 30 días a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC o 30 dias congelada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oc. El
transporte de sangre total debe cumplir con la regulación nacional, federal, estatal y local en materia d
transporte de agentes etiológicos, I
No se han observado efectos adversos en el ,rendimiento del ensayo al someter el ADN genómico a sei~ ciclos
de congelación y descongelación.
No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo con muestras de sangre total con
presencia elevada de bilirrubina, colesterol, tríglicéridos, EDTA o hemoglobina.

Advertencias y precauciones
,.. PRECAUCiÓNY Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médims u otros facultativos, o bajo

prescripción de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislación del estado en el que
ejercen su profesión para utilizar u ordenar la utilización de este dispositivo. .

1 Algunos componentes de este ensayo contienen formamida, una amida alifática que es una toxina I
reproductiva probable. (Consulte Reactivos en la pjgina 7 para obtener más información). Evite su inhalación

I
o ingestión, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrían producirse lesiones. Deseche los contenedpres y
los contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener
más información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina. t

2 Algunos componentes de este ensayo contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. (Consulte Rcncti OR en
la página 7 para obtener más información). Evite su inhalación o ingestión, o el contacto con la piel o os
ojos, pues podrían producirse lesiones. Utilícelo en un área bien ventilada y deseche los contenedores y los
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona, Para obtener más
información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de .lllumina,

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

r\,
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4 El incumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erróneos o una reducció
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 manipul ción
de muestras y reactivos del ensayo. Lávese bien las manos tras la manipulación de muestras y reactivbs del
ensay?_, ' I

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 cu~nta
que los lotes de ensayo se Identifican con la etiqueta de la caja del ensayo. I

7 Almacene los componentes del ensayo a la temperatura especificada en las áreas de preamplificación .y
posamplIficación designadas. I

8 Los ciclos de congelación y descongelación repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no aletarán
a la integridad del ensayo.

9 Para evitar la degradación de las muestras o los reactivos, asegúrese de que todos los vapores de hipo loruro
sódico se hayan disipado completamente antes de iniciar el protocolo. I

10 Se precisa seguir prácticas de laboratorio adecuadas y procedimientos óptimos en materia de higiene en
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminación de reactivos, instrumentos ~
muestras de ADN genómico. La contaminación mediante PCR puede arrojar resultados poco precisos ir
fiables. I

11 Para evitar la contaminación, asegúrese de que las áreas de preamplificación y posamplificación disp6ngan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifugadoras).

12 Evite la contaminación cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensación de rea1ctivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. El Jso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminación de restos de amplicones y de
contaminación cruzada entre muestras.

13 El emparejamiento de muestras de índice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposición de placas provocará la pérdida de identificaciCSnde
muestras positivas y la generación de informes con resultados incorrectos. J

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

15 Asegúrese 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 tiempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garantizar una
evaporación completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones posteriore~.,

17 No mezcle Grupo de oligonucleótidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística y Tampón de
hibridación para el almacenamiento. Al combinarse, el Grupo de oligonucleótidos del ensayo de I
secuenCÍación clínica de fibrosis quística se vuelve inestable incluso si se almacena congelado.

18 No se recomienda el uso de cicladores térmicos con refrigeración activa (por ejemplo, efecto Peltier, ,
refrigeración termoeléctrica) para el paso de hibridación. El paso de refrigeración pasiva es fundamenfu.l para
una hibridación óptima. J

19 Añada siempre Polimerasa de PCR a la Mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca almac e la
solución de trabajo combinada. 1

20 Durante el paso de normalización de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el pell t de las
bolas de la biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea en la telda
de flujo de MiSeqDx.

2] Cumpla los tiempos de incubación especificados en el paso de normalización de bibliotecas. Una incD' ación
inadecuada puede afectar a la representación de bibliotecas y la densidad de grupos. I

22 Debido al número de transferencias de placas y al potencial de contaminación consiguiente, se debe prestar
especial atención para garantizar que el contenido de los pocillos permanezca completamente en el pdcillo.
Evite las salpicaduras de contenido .

.Ab.de2014
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

3
4

23 La recomendación de entrada de ADN de. 250 ng permite la variación en la cantidad de ADN. Este ni"el de
entrada determina el rendimiento del ensayo. I

Notas del procedimiento
1. lllumina precisa la inclusión de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo (NTC I

control sin plantilla) en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras procesadas en I
paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas características bien definidas con una
o más variantes de CFTR conocidas. lllumina recomienda el uso de un control salvaje. El control salva~e se
debe procesar como muestra y no debe sustituir al control positivo o negativo. I

2 Antes de iniciar el Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, extraiga y cuantifique el

ADN. 1
Se puede utilizar cualquier método de extracción de ADN validado.
Cuantifique el ADN con un espectrómetro. Verifique que A260jA280 de la muestra de ADN sea superi r a
1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 ng/ftl. Cada muestra requiere 5 ,,1 de ADN genómico (total de
250 ng).

e

En la pantalia Welcome (Blenvemda) del Gestor de la lIsta de trabajOS de Iiiumma (lWM), selecclOne Create
Worklist (Crear lista de trabajo). l
En el campo Test Type (ripo de prueba), seleccione Ensayo de secuenciación clínica de FQ.
En el campo Workiist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la hoja de mu stras.

N.O de referencia 15038344 Rev.A ESP

que, de lo contrario, se podría producir un error de registro durante la secuenciación de la lectura del índice.
Utilice el siguiente conjunto mínimo de Índices con equilibrio de color para los experimentos de secuenciación d
ocho muestras:

Tahla JI Cornbinadones de cebadores de índice para experimentos de secuenciación de ocho muestras
Cebador de Índice 1 Cebador de Índice 2 Cebador de Índice 10
(A701) (A702) (AnO)

Cebador de Índice e Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
(A503)

Cebador de índice D Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
(A504)

Cebador de índice E Muestra 7 Muestra 8 --

(A505)

Si no se dispone de seis muestras únicas (excluidos los controles positivos y negativos), es aceptable llenar el
experimento con duplicados de cualquier muestra de AON genómico humano.

rucciones de uso
aración de la ;hoja de muestras de MiSeqDx

2
3

Prep
1

Inst

Producción de muestras y representación de índices
Para el Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqOx de lllumina, la producción de muestrasl por
experimento de MiSeqOx es de ocho muestras. Los cebadores de Índice utilizados durante la amplificación PCR se
deben elegir en función del rendimiento final de muestras que se desee con el fin de garantizar la diversidad dé la
secuencia de Índice. 1

MiSeqDx utiliza un LEO verde para secuenciar bases C{f y un LEO rojo para secuenciar bases A/C. En cada ciclo, se
debe leer, al menos, uno de los dos nucleótidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuado. R~sulta
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de índice que es objeto de secuenciación, ya



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quístíca Mi

- Si se usa el ID alfanumérico del código de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la hoja de
muestras, Software operativo de MiSeq (MOS) encontrará la hOJade muestras automáticamente. J
Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botón Browse (Examinar) de So are
operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.

4 [Opcional] Escriba una descripción para identificar el experimento.
5 Asegúrese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
6 Seleccione Next (Siguiente).

Introducción de información de la muestra
1 En la ficha Table (Tabla) o Plate (Placa), introduzca la siguiente información de cada pocillo de muestr :

a Sample ID (ID de muestra): Introduzca un ID de muestra único. I
b Index 1 (Índice 1) e Index 2 (Índice 2): Especifique el adaptador de indices que se utilizará para cada

lectura del indice.
2 IOpc.ionall Para registrar información más detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y una

descripción de la muestra.
3 ¡Opcionalj Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (positivo) en el

menú desplegable Control (Control).
4 Vaya a la ficha Plate Graphic (Gráfico de placa) y utilice la opción Copy to Clipboard (Copiar al

porta papeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.
5 Seleccione Finish (Finalizar).

Hibridación de grupo de oligonucleótidos

Preparación
1 Deje que el Grupo de oligonucleátidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística, el Tamp n de

hibridación, las muestras de ADN genómico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura I
ambiente.

2 Agite el Grupo de oligonucleótidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística y el Tampó'1 de
hibridación con fuerza para asegurarse de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y) a
continuación, centrifugue brevemente los tubos para recoger el líquido.

3 Caliente un bloque de calor de 96 pocillos a 95 oc.
4 Preca1iente una incubadora a 37 oc.
S Cree la placa de muestras de acuerdo con el gráfico de placa impreso con el IWM:.

Procedimiento
1
2

3

4

5
6
7

Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa HYB). I

Añada 5 ¡.tIde muestra o control a 50 ng/¡.tl (250 ng total) en los pocillos correspondientes de la placa I!IYB.
Siga la disposición de placas generada para una selección correcta de los pocillos. I
Añada 5 f.llde Grupo de o1igonucleátidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística en to~os los
pocillos que contienen ADN genómico. I
Añada 40 ¡.tIde Tampón de hibridación en cada muestra de la placa HYB. Pipetee con cuidado arriba y abajo
entre tres y cinco veces para mezclar.
Selle la placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.
Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 oCe lncúbela durante un minuto.
Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 oCy sígalo incubando hasta que alcance los 40 oC
(aproximadamente, unos 80 minutos).
Para una hibridación adecuada es fundamental una refrigeración gradual; por 10 tanto, no se recomien an
los cicladores ténnicos para PCR con refrigeración activa (por ejemplo, efecto Peltier o refrigeración
termoeléctrica) para este proceso .

.. f\ rilde2014
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PUNTO DE DETENCiÓN DESEGURIDAD
Cuando el bloque de calor alcanza 40 oC, la placa HYB permanece estable a 40 oC durante dos horas.

Eliminación de oligonucleótidos sin ligar

Preparación
1. Deje que la Mezcla de extensión-llgadura, el Tampón de lavado restrictivo y el Tampón de lavado universal

alcancen la temperatura ambiente y, a continuación, agite brevemente. 1

2 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (en adelante, FPU) desde la parte superior hasta 1'1parte
inferior: tapa, placa del filtro, collar adaptador y placa MIO!. ¡

3 Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuación:
a Añada 45 f'l de Tampón de lavado restrictivo en cada poclllo.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrIfugue a 2400 x g a 20 oCdurante cinco minutos.

Procedimiento
1. Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1.000 x g a 20 oCdurante un minuto.
2 Transfiera el volumen íntegro (aproximadamente 55 f'l) de cada muestra a los poclllos correspondient s de la

placa del filtro.
3 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oCdurante cinco minutos.
4 Lave la placa del filtro como se indica a continuación:

a Añada 45 fl1de Tampón de lavado restrictivo en cada poclllo de muestra.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oCdurante cinco minutos.

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

~.... NOTA
..,... Si el tampón de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 oC hasta que

haya pasado todo el líquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

6 Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto y, a continuación, vuelva a 1110ntar
la FPU.

7 Añada 45 f'l de Tampón de lavado universal en cada poclllo de muestra.
S Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oCdurante diez minutos.

~ •• NOTA
..,... Asegúrese de que se haya drenado todo el líquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en caso

necesario.

Extensión-ligadura de oligonucleótidos ligados

Procedimiento
1. Añada 45 f'l de Mezcla de extensión-ligadura en cada poclllo de muestra de la placa del filtro.
2 Selle la placa del filtro con película de aluminio adhesiva y, a continuación, cúbrala con la tapa.
3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 oC durante 45 minutos.

Amplificación PCR

Preparación
1 Prepare NaOH 0,05 N nuevo. i
2 Determine los cebadores de índice que se deben utilizar de acuerdo con la impresión del gráfico de la placa

del Gestor de la lista de trabajos de lllumina. 1
3 Deje que la Mezcla maestra de PCR y los cebadores de índice adecuados alcancen la temperatura amb ente.

r.! O A're ~'" ""'" '=0"'" p.m m~d",'o,. •=~~,;'o.~.,"",''re,=ro" '00 .""
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4
5

6

Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa AMP).
Añada cebadores de Índice a la placa AMP de acuerdo con la hoja de muestras siguiente:
a Añada 4 ,,1 de cebadores de indice C (A503), D (A504) YE (A505) a los pocillos correspondientes n una

columna de la placa AMP. l
b Deseche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.
e Añada 4 ,,1 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 pa a
evitar la contaminación cnlzada entre índices. 1

d Deseche los tapones naranjas ori.ginales y coloque tapones naranjas nuevos.
Prepare la solución de trabajo de PCR de Mezcla maestra de PCR/Polimerasa de PCR tal y como se in' ica a
continuación:
a Añada 5,6 ,,1 de Polimerasa de PCR a 280 ,,1 de Mezcla maestra de PCR.
b Invierta la solución de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclarla.

Procedimiento

4

6

5

7
8

Retire la FPU de la incubadora y, a continuación, retire el sello de película de aluminio.
Cubra la placa del íiltro con la tapa y centriiugue a 2400 x g a 20 oC durante dos minutos.
Añada 25 ,,1 de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del íiltro. Pipetee NaOH arriba 1abajO
cinco o seis veces.
Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 ,,1 de la solución de trabajo de PCR a cada pocillo e la
placa AMP que contiene cebadores de índice.
Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuación:
a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.
b Transfiera 20 ,,1 desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.
c Pipetee con cuidado arriba y abajo ~inco o seis veces para combinar bien el ADN con la solución de

trabajo de PCR. I
d Transfiera las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP de una manera sirnilar.ISe

deben cambiar las puntas después de cada columna para evitar la contaminación cmzada entre índi s y
muestras.

Selle la placa AMP y asegúrela con un rodillo de goma.
Centriiugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.

9 Transfiera la placa AMP al área de posamplificación.
10 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:

95 oC durante 3 minutos
25 ciclos de:

95 oC durante 30 segundos
_ 62 oC durante 30 segundos
- 72 oC durante 60 segundos
72 oC durante 5 minutos
Mantenga la temperatura a 10 oC l
., PUNTODEDETENCIÓN DESEGURIDAD .

~. t "r': Si no se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede permanecer en el ciclad r'1' térmico toda la noche o se puede almacenar a una temperatura de 2 oC a 8 oC hasta 48 horas.

1
2
3

Limpieza de PCR

Preparación
1 Deje que Bolas de limpieza de PCR alcance la temperatura ambiente.

I
-'~ Ab~il;~01~r06lez
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2 Prepare una solución nueva con etanol al 80 % a partir de una solución de etanol absoluta.

Procedimiento

4
5
6
7
8

1
2
3

Centrifugue la placa AMP a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
Disponga una nueva placa MID! (en adelante, placa CLP).
Invierta las Bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuación, invierta 10 veces m' s.
Inspeccione visualmente ,la solución para garantizar que las bolas están resuspendidas. 1

Ai'tada 45 ,,1 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. l'
Selle la placa CLP y agltela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.
Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.
Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el sobrena ante 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 continuación:

a Añada 200 ,,1 de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.
b Incube la placa en el soporte magnético durante un mínimo de 30 segundos o hasta que el sobren~dante

se distinga con claridad.
e Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadan te.

11 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.
12 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuración de pipeteo a 20 ,,1 para extraer el exceso de etano.
13 Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos. l
14 Añada 30 rtl de Tampón de elución en cada muestra Y, a continuación, agite brevemente.
15 Selle la placa eLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras agit, r,

verifique si las muestras se han resuspendido. En caso contrario, repita este paso. I

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 ,,1 del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP.
20 [Opcional] Transfiera los 10 ,,1 de sobrenadante restante de la placa CLP a una nueva placa yasigne na

etiqueta a la placa que incluya un nombre de experimento y la fecha. Almacene la placa a una temper~tura
de entre -25 oC y -15 oC hasta la finalización del experimento de secuenciación y el análisis de los datds. Los
productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solución de problemas en caso de que se I
produzcan fallos en las muestras.

, PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
",,:,~:¡ Si se detiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.

'. La placa permanece estable hasta tres horas a entre 2 oC y 8 oc.

Normalización de bibliotecas ,

Preparación j
1 Prepare NaOH 0,1 N nuevo.
2 Deje que el Diluyente de normalización de bibliotecas, las Bolas de biblioteca y el Lavado de normaliz ción

de bibliotecas alcancen ]a temperatura ambiente.
3 Agite el Diluyente de normalización de bibliotecas con vigor y asegúrese 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.

~.
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística

Procedimiento
1 Mezcle el Diluyente de normalización de bibliotecas y las Bolas de biblioteca en un tubo nuevo de 1,5 mi

como se indica a continuación:
a Añada 394 fll de Diluyente de normalización de bibliotecas.
b Pipetee las Bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.

'ir NOTA
...•. Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de las bolas de la biblioteca del fondo

del tubo. Si utiliza una P1000, se asegurará 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.

2

5
6

7
8

3
4

e Pipetee 72 fll de Bolas de biblioteca en el tubo que contiene Diluyente de normalización de bibliotecas.
d Dé la vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido. I
Añada 45 fll de la solución de trabajo de Diluyente de normalización de bibliotecas/Bolas de biblioteccl
combinada en cada pocil.lo de la placa LNP que contiene bibliotecas. I
SeUela placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.
Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante se
distinga con claridad. I
Con la placa LNP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadan te.
Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con el Lavado de normalización de bibliot as
como se indica a continuación:
a Añada 45 ¡...tI de Lavado de normalización de bibliotecas en cada pocillo de muestra.
b SeUela placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
c Coloque la placa en el soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el

sobrenadante se distinga con claridad.
d Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadan te.
Repita el procedimiento de lavado de normalización de bibliotecas tal y como se describe en el paso a terior.
Utilice una pipeta multicanal P20 con configuración de pipeteo a 20 fll para extraer el exceso de Lava¡1o de
normalización de bibliotecas.

9 Retire la placa LNP del soporte magnético y añada 30 fll de NaOH 0,1 N en cada pocillo.
10 SeUela placa LNP y agítela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
11 Durante los cinco minutos de elución, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa

SGP). I
12 Aí\ada 30 fll de Tampón de almacenamiento de biblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la plata

SGP. I
13 Tras la elución de cinco minutos, asegúrese de que todas las muestras de la placa LNP estén resuspenClidas

por completo. Si las muestras no están completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestrás
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuaciÓn,
agite cinco minutos más.

14 Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un mínim,o de dos minutos.
15 Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco v ces

para mezclar.
16 SeUela placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.

_, PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD~-et' Si no se procede de manera inmediata a la agrupación de bibliotecas y la consiguiente secuenciación en'1' :MiScqDx, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oC hasta tres días.

l,
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quíst¡ca MiSeqDx™

Agrupación de bibliotecas

Preparación para agrupación de bibliotecas
1 Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrífuga de 1,5 mi a 96 oc.
2 En una hiel era, prepare un baño de agua con hielo. Enfríe el Tampón de dilución de biblioteca en el b ño de

agua con hielo.
3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

Preparación de una dilución nueva de NaOH

PRECAUCiÓN
Eluso de una solución nueva de NaOH diluida es esencial para desnaturalizar completamente las
muestras para la generación de grupos en l\1iSeqDx.

1 Combine los volúmenes siguientes en un tubo de microcentrífuga:
- Agua sin ARNasa ni ADNasa (900 fAl)
- Preparado de NaOH 1,0 N (100 fAI)

2 Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Desnaturalización y dilución de Control interno PhiX
1 Combine los siguientes volúmenes para diluir la biblioteca de Control interno PhiX a 2 nM:

Biblioteca de Control interno PhiX de 10 nM (2 fAI)
- 1 tampón TE (8 fAI)

2 Combine los siguientes volúmenes para que dé corno resultado una biblioteca de Control interno PhiX de
1 nM:
_ Biblioteca de Control interno PhiX de 2 nM (10 fA1)
- NaOH 0,1 N (10 fA1)

3 Agite brevemente para mezclar la solución de la biblioteca de Control interno PhiX de 1 nM.
4 Centrifugue la solución de plantilla a 280 x g a 20 oC durante un minuto.
S Ineúbela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca de Control interno

PhiX en cadenas individuales. I
6 Añada el siguiente volumen de Tampón de dilución de biblioteca previamente refrigerado en el tubo flue

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 fAl)
_ Tampón de dilución de biblioteca enfriado previamente (980 fAI) I

Preparación del cartucho de reactivo I
1 Descongele el Cartucho de reactivo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciación clínica de FQ con un baño tIe agua

con suficiente agua desionizada a temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de]reactivo
hasta la línea de agua impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la línea de n1ve1
máximo de agua.

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

3 Saque el cartucho del baño 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. Asegúrese de que no haya salpicaduras de agua en la parte sup rior del

Qrtu~ode~ctivo. I
Inspección del cartucho de reactivo
1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuació, I

compruebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.
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NOTA
Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezclados para garan ar
una correcta sccuenciación.

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

'. NOTA""1" Los tubos del dispensador de MiSeqDx acceden al fondo de cada depósito para aspirar los reactivos, de 10do
que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire. 1

Coloque el cartucho de reactivo en hielo o almaeénelo a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC (hasta s is
horas) hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados óptimos, procWa
directamente con la carga de la muestra y la configuración del experimento.

Preparación de m uestras para secuenciación
1 Deje que el Tampón de dilución de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el Tampón de dilución

de biblioteca y asegúrese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo. I
2 Si la 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. 1
4 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).
5 Si la placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipetean o

arriba y abajo entre tres y cinco veces. I
6 Transfiera 5 ftl 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.
,,_ NOTA

..,"'" Tras su uso, almacene la placa SGr sellada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oc. La placa SGr se ada
permanece estable hasta tres días.

7 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PO, al tubo PAL. Mezcle bien el tu o PAL

agi tándolo. j
8 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).
9 Añada 585 ",1 de Tampón de dilución de biblioteca en el tubo DAL.
10 Añada 6 ",1 de 20 pM de Control interno PhiX en el tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entre tres y cinc. veces

para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa. I
11 Transfiera 9 ",1 de PAL al tubo DAL que contiene Tampón de dilución de biblioteca. Pipetee arriba y abajo

entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa. 1

12 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rápido como pueda. ,
13 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 'C durante un minuto. ;
14 Incube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 oC durante dos minutos.
15 Tras la incubación, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuación¡ coláquelo

inmediatamente "en el baño de agua con hielo.
16 Mantenga el tubo DAL en el baño de agua con hielo durante cinco minutos.

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos
1 Utilice una punta de pipeta de 1 mI independiente, limpia y vacía para perforar el sello metálico situ do por

encima del depósito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras). I
2 Pipetee 600 ",1 de las bibliotecas de muestra en el depósito Load Samples (Carga de muestras). Proceda con

cuidado para evitar tocar el sello metálico al dispensar la muestra. I
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depósito tras la carga de muestras. En caso de que lliaya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

3 Continúe directamente con los pasos de configuración del experimento con la interfaz de Software op rativo
de MiSeq (MOS).

Interpretación de resultados
El Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx de Illumina se ha diseñado para secuenciar todas
las regiones de codificación de proteínas del gen CFTR en los 27 exones, entre 5 y 30 bases de secuencia intró ca adya-
c~nte, aproximadamente 100 nt de secuencia adyacente en las regiones no traducidas 5' y 3', Ydos mutacion.es Jntró-
rucas profundas (1811+1.6kbA>Gy 3489+l0kbC>T). Las regiones exactas secuenciadas se enumeran en la Tabla f.
Asimismo, el ensayo notifica acerca de la variante Poli-TG/poli-T y dos deleciones de gran tamaño (CFTRdele ,3 y
CFTRdele22,23).

1

2

3

4

5

El informe del ensayo enumera el genotipo y los nombres de las muestras de cada variante detectada ara
una muestra.

La coordenada genómica, el nombre de ADNc de la sociedad de variación del gen ama humano ( uman
Genome Variation Society [HGVS]) y el nombre de la proteína (si estuvíera disponible) se notifican para
cada variante. !
El tipo de variante se identifica como variante de nucleótido único (SNV), valiante de deleción/in erción
(DN), variante Poli-TG/poli-T (poli-TG/Poli-T) o deleción de gran tamaño (DEL). I
La llamada de genotipo, tanto heterocigótico como homocigótico, se puede deducir de la información de
la base de referencia, que proporciona la secuencia de referencia en dicha coordenada genómica, ~ de la
descripción del resultado, que proporciona los dos alelos de la posición genómica en la muestra. Por
ejemplo, si la referencia es G y el resultado es NG, esto indica un cambio G>A en dicha coordenaaa
genómica y que el genotipo es heterocigótico 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 genómica y que el
genotipo es homocigótico para el alelo de la variante.

_ La profundidad de la secuenciación en la posición de la variante se proporciona en el campo Dep,th
(profundidad) y la frecuencia alélica en la sección Frecuencia. I

El informe del ensayo proporciona información sobre los Índices de llamada de muestras para cada muestra.
El índice de llamada se calcula dividiendo el número de regiones/posiciones de variantes que satisfaden un
umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas. I
_ La coordenada genómica de cualquier posición o región cuyo valor de confianza se encuentra por debajo

del umbral se enumera de forma independiente en la sección Coordenadas no llamadas. Los usuÁrios
deben evaluar las posiciones no llamadas con información relevante sobre las variantes para ideftificar
variantes que es posible que no se hayan identificado y sus frecuencias de población correspondientes
con el fin de determinar si se debe repetir la muestra. I

El resultado de una muestra solamente se considera válido si el índice de llamada es igual o superio~ al
99 %. Si el Índice de llamada es inferior al 99 %, el resultado será Fail (No apto) y la n1uestra se tendrá que

rsepetir. . dI. . .. 1 . 1 l.d 1 ltud. de recomlen a que e usuano ventIque as vanantes que no se encuentren en o que se va 1 a en e es 10 e
precisión (consulte Precísián en 'la página 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 ordenación de haplotipos cuando se detectan dos o más variantes.
Todas las interpretaciones de las variantes las debe realizar un genetista molecular clínico certificado o
equivalente de acuerdo con los procedimientos y las directrices locales.ll Entre las posibles referencia de
interpretación se incluyen, entre otras, las siguientes: la base de datos del CFIR212, 13, el artículo de SoJnay10,
las directrices de la ACMG de 200414 y la opinión del comité ACOG de 2011.' 1
Si desea obtener información sol?re el cálculo y la presentación de los resultados, o si desea obtener u' a
descripción del contenido del informe del archivo de texto, consulte Guía delllsunrio de MiSeq Reporter (n.2 de
referencia 15038356_ESP).
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística i

6 El especialista en genética puede utilizar el software MiSeq Reporter para introducir un valor de
interpretación correspondiente a cada variante notificada en una muestra con un menú desplegable.
opciones de los valores de interpretación son las siguientes: variante causante de la fibrosis quísticar
mutación de consecuencia clínica variabler mutación de relevancia desconocida o variante que no causa la
fibrosis quística. El valor introducido se incluirá en el archivo de resultados y se mostrará en la C01U}1 a de
interpretación del informe del ensayo de secuenciación clínica.

Procedimientos de control de calidad
Las prácticas recomendadas de laboratorio dictan que se debe evaluar el material de control para detectar dHe encías
en el procesamiento de la sangre y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario que podrían conll~var
una variabilidad significativa en los resultados. I
1 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 características bien definidas con, al menos, una variante de
CFfR15 conocida. lllurnina recomienda el uso de controles positivos rotatorios de acuerdo con las dire.;trices y
normativas técnicas de 2008 de la ACMG para las pruebas de mutación de la fibrosis quística16 y las I

normativas de los laboratorios clínicos de 2013 de la ACMG para la secuenciación de próxima generadón.17
I

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 índice se hayan registrado de íorma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo desde la l
preparación de bibliotecas.

2 Control negativo (sin muestra/sin ADN): Se requiere el uso de un control negativo (sin muestra/sin A N) en
cada experimento para detectar posibles casos de contaminación. El Índice de llamada correspondien~e al
control negativo debe ser inferior al 10 %. Si un control negativo genera un Índice de llamada superiot al
10 %, es posible que se haya producido contaminación durante el procesamiento del ensayo. El ensay6 se
considera erróneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el ensayo desde la preparación de bibliotecas. I

3 Control salvaje: Se recomienda una muestra de control de ADN salvaje en cada experimento. La mue~tra de
control salvaje debe ser una muestra con características bien definidas que no contenga ninguna vari~nte de
CFTR. La muestra de control salvaje debe generar el genotipo previsto. Si el control salvaje genera un [
genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las mue~tras o
que los cebadores de índice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo deJde la
preparación de bibliotecas. I

4 Antes del uso inicial de este producto en el laboratorio del usuarior se debe verificar el rendimiento d~
ensayo realizando una prueba de varias muestras positivas y negativas con características de rendirnlento
conocidas. I

5 Se deben satisíacer todos los requisitos de control de calidad en virtud de la regulación local, estatal o federal,
o en virtud de los requisitos de acreditación.
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Precisión

Ensayo de secuenc¡aclón clínica de la flbrosls quística MISeqDx™
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La precisión del Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx de lllumina se determinó mediante la evaluación de 500muestras con repre-
sentación de una amplia diversidad de variantes de CFTRde cuatro fuentes distintas. La fuente principal de los datos de la precisión fue un estudio de precisión
clínica que se llevó a cabo con un panel de 366muestras. La mayoría de muestras (n::::355)eran muestras clínicas de ADN g archivadas y anónimas aisladas de san-
gre humana. Las 11muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares comercializadas.
Los datos de este estudio se complementaron con datos de precisión de 68muestras de estirpes celulares evaluadas en el estudio de reproducibilidad, 14muestras
clínicas del estudio analítico de evaluación de métodos de extracción y 52muestras de plásmidos sintéticos. Los plásmidos sintéticos se diseñaron para incluir el
contexto genómico de las variantes excepcionales y contenían entre una y diez variantes en la misma construcción. Se linealizaron, se diluyeron con números de
copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con muestras de ADNg humano de genotipo salvaje en números de copia equivalentes para imitar una muestra hete-
rocigótica.
Para el Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx, se compararon un total de 5206posiciones con los métodos de referencia de secuenciación
bidireccional de Sanger y las pruebas de PCR Los resultados de genotipado correspondientes a las posiciones de inserción y deleción de pequeño tamaño y de
SNV, incluida la región Poli-TG/poli-T, se compararon con los análisis de secuenciación bidireccional de Sanger.
Se utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de gran tamaño del panel. En cada ensayo de PCR doble se
emplearon dos conjuntos de cebadores para discriminar entre genotipos homocigóticos, heterocigóticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se diseñó para
flanquear los valores críticos de deleción. mientras que el otro amplificaba una región interna de la deleción. Los dos productos se detectaron por la separación de
tamaño en gel de agarosa. Los ensayos de PCR se validaron con un panel de 28muestras en total (22muestras por cada deleción) que constaba de muestras de ADN
genómico derivado de sangre y estirpes celulares y plásmidos sintéticos, que comprendían los genotipos homocigóticos, heterocigóticos y salvajes de cada deleción
de gran tamaño. Los ensayos de PCR confirmaron una especificidad y reproducibilidad del 100% para todas las muestras analizadas mediante la evaluación de los
productos de PCR en gel de agarosa. La precisión de los ensayos de PCR se confirmó con secuenciación de Sanger y demostró ser del 100% para todas las mues-
tras.
La precisión para cada genotipo se determinó a través de tres medidas estadísticas. Se calculó la coincidencia positiva de cada genotipo de variante dividiendo el
número de muestras con llamadas de variantes coincidentes entre el número total de muestras con esa variante, según se identificó con los métodos de referencia. Se
calculó la coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el número de posiciones de la cepa salvaje coincidentes entre el número total
de posiciones, según se identificó con los métodos de referencia. Se calculó la coincidencia total en todas las posiciones conocidas divi~iendo el número de
posiciones de la cepa salvaje y de las variantes coincidentes entre el número total de posiciones conocidas, según se identificó con los métodos de referencia.
El Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx arrojó 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% Yla
coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue superior al 99,99%.0°ro ;CWo mcn"..o_-<;:"'-1,(l)zo<
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labIa 12 Precisión total del Ensayo de seroenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de AONc variante (hg191
Muestras de estirpe

Muestras llamadas.
incorrectas positiva

AONdcoordenada)
clinicas celular

sintéticas

117120141 c.-8G>CA 5NV £>:6n 1 25 3 O O O 100

r A 1 : , ,

E sayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

M1V c.1A>G 5NV £>:6n 1 O O 1 O O 100

CFTR c.54.5940_ Del Intrón 1 4 O O O 100

I dCIC2,3~_ 273+10250
, dc121kb

R31C c.9lC>T 5NV £>:6n 2 3 1 O O O 100

Q39X c.115C>T 5NV &6n2 O O O O 100

E60X c.l78G>T SNV £>:6n3 6 O O O 100

P67L I c.200C>T 5NV £>:6n3 1 O O O 100

R74W c.220C>T 5NV £>:6n 3 O 2 O O O 100

~4Q c.221G>A 5NV £>:6n3 2 I
O O O O 100

R75X 1c.223C>T 5NV £>:6n3 3 [ O O O 100

[ R75Q \ c.224G>A SNV £>:6n 3 20 i 1 O O O 100
i. -

G85E c.254G>A 5NV £,6n3 6 2 O O O 100

394dclIT c.262_263 DIV £>:6n3 3 O O O 100
~

00 ! deJIT
ro -~ L-:o~

405+1G>A c.273+1G>A 5NV Intrón 3 O 1 O O 100 ~O men O

~;::
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OOO

1---:-l---:-~---:-----:----:--~q-:--~
E.xón 5

lnlrón 4

1ntrón 4
L_S_NV_l,

SNV

DlVc.531delT

_6_21_+_1_G>_T ••• [ c.489+1G>T

i 621+3A>G ' c.489+3A>G

663dc1T

Genotipo
Llamadas positivas (variantes) I

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidenóa
gen CFTR Muestras de

comúnlnombre de ADNc varianle (hg191
Muestras de eslirpe

Muestras llamadas"" incorreclas positiva

ADNdcoordenada)
clínicas celular

sintéticas
,

I 406-1G>A i
, I I i

c.274-1G>A SNV : Exón4 4 I O ! O O O 100
i i i i

E92K c.274G>A SNV Exón4 O O 1 O O 100

r E92X c.274G>T SNV , Exón 4
. O 1 I 1 O : O i 100 1, ) : ~ !

Q98X c.292C>T SNV Exón 4 O O 2 O O 100

í 444dc1A c.312dclA DlV I Exón 4 I O 2 i O
I i r l

! I
O , O 100

457TA1'>G c.325_327 DIV Exón 4 O O 1 O O 100

dclTAT
lnsG

I DI10H c.328G>C i SNV Exón4 , 1 O
,

1 i O O lOO
!

, , : I, ,

R117C c.349C>T SNV Exón4 4 O O O O 100

[ Rl17H
,

c.350G>A SNV
,

Exón4 I 17 I 2 O . O I O I 100, I
,
•

Y122X c.366T>A SNV Exón 4 O 1 O O O 100

r F143UsXIO i c.425dcIT I DlV I Exón 4 O 1 ! O ! O O 100
i I

S74delA c.442delA DlV E.,,=ón4 O O 2 O O 100

r Q151K I c.45JC>A SNV I Exón 4 I 1 I O i O O , O 100 ]! i
, ,

----
,



O

OO

O

O

O

O

O

2Exón 8

Exon 7

SNV

SNV

c.890G>A

c.837A>T

-------- -- - ------_._--------------_. ----- - -- - - -----------_._------

R297Q

E279D

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidencia
genCFm Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg19)
Muestras de estirpe

Muestras
llamadas"

incorrectas positiva

ADNdcoordenada)
clínicas celular

sintéticas

G178R I c.532G>A SNV r ExónS I 1 i 1 I O , O O 100I ! I, I

711+1G>T c.579+1G>T SNV Intrón 5 3 1 O O O 100

I 711+3A>G c.579+3A>G ! SNV lntrón 5 O I O i 1 I O O , 100I I ,

711+5 c.579+5G>A SNV lntrón 5 O O 1 O O 100

G>A

712-1 I c.580-IG>T SNV i Exón 6 O I O I 1 ! O O lOO 1
G>T ! ! i , , I i ,

I ¡ I ,

H199Y c.595C>T SNV Exón 6 O O 1 O O 100

i P205S
, , I ! i
c.613C>T SNV Exón6 1 I O 1 I O O" 100

1206W c.617T>G SNV E.xón6 8 I O O O 100

í A209S i j I ,
c.625G>T SNV Exón 6 O 1 I O , O O 100

; , I
, I ,

Q220X c.658C>T SNV Exón 6 O O 1 O O 100

[ 1227R I : I I
I ic.680T>G SNV Exón 6 O O 1 i O O ¡ 100, I I I I

852de122 c.720]41 DIV E.xón6 O O 1 O O 100

delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC

r

sayo de secuenciaclón ctínica de la fibrosis quística MiSeqDx™
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W401X (c.1203G>A) c.l203G>A SNV Exón 9 O O O O lOO

1341+1G>A c.l 209+1 G>A SNV Intrón 9 O O 2 O O 100

Poli-TGPoli-T N/A Poli-TG Intrón 9 369 79 52 3 4' 98,60
Poli-T

1461ins4 c.1329_ DlV Exón 10 O O O O 100
1330ins
AGAT

Genotipo Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg19)
Muestras de estirpe Muestras llamadas'" incorrectas positiva

ADNdcoordenada) clínicas celular sintéticas

. ,

Ensayo de secuenciación dínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

100ooo24Exón 10SNVc1364C>AA455E
I

• ; I , I
I

1525-1G>A c.1393-1G>A SNV Exón ]] O O 1 O O 100

S466X i c.l397C>A I 5NV Exón 11

I
O I O i 1 ; O : O 100 l, ,

(C>A) I :

5466X c.1397C>G SNV Exón 11 1 O 1 O O JOO
(C>G)

, lA67P c.1400T>C SNV Exón 1.1
,

O I O I 1 O I O I 100 I, ; I I I

V470M c.1408G>A SNV Exón 11 311 71 O O O lOO

1548dclG c.1418delG DIV Exón 11 1 O O O 100

lOO

100

100

100

O

O

O

O

O

O

O

O

2

O

O

O

O

O

1

O

O

O

1

Exón 11

Exón 11

Exón 11

Exón 11

SNV

SNV

SNV

SNV

c.1475C>T

c.1454G>C

c.1466C>A

c.1429C>T

5485T

P477S

0°OJ ii@
O m", 5489Xª~~z=~.'92Fm""'> ,
3:::"-1» ••(nNmN.....0» ~
en zZ \ ::=
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O- Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

O Región del Ausencia

~
(nombre Nombre de Tipo de gen CFTR Muestras de

Llamadas Coincidencia

común/nombre de ADNc variante Muestras Muestras incorrectas positiva
N (hg19) clínicas

de estirpe sintéticas llamadas'"
ADNdcoordenada) celular

Q493X c.1477C>1' SNV Exón 11 4 2 O O O lOO

l506V c.l516A>G Exón 11
,

7 I O O O lOO
I SNV I O,

l507del c.1519_1521 DlV Exón 11 4 2 O O O lOO
delATe

F508dcl
,
c.1521_1523 I DlV Exón 11 84

I 29 I O O I O lOO
t

, , ,
dclClT I

\ I
I I

I
,

l507V c.l519A>G 5NV Exón 11 O 1 O O O lOO

F508C ! c.15231'>G I 5NV
,

Exón 11 1 1 O O ¡ O I lOO
i I I

1677de1TA c.1545_1546 DIV Exón 11 1 O O O O lOO

delTA

c.1558G>1' I O O , ,
1V520F SNV Exón 11 2 O O I lOO, I I

Q525X c.l573C>T SNV Exón 11 O O 1 O O lOO

I E527E c.l581A>G I Exón 11
I

3 2 I O I O O ! ,
SNV i 1

lOO,
E528E c.l584G>A SNV Ex6n 11 6 2 O I O O lOO

r l717-8G>A i c.1585-8G>A I SNV T lntrón 11 O I O I 1 I O O
: lOO

I , I I
-

1717-IG>A c.l585-1 G>A SNV Exón 12 4 1 O O O lOO

~ r G542X ¡ c.l624G>1' Exón 12
, I O O I ,

, SNV 1 12 3 I
, O lOO

i I

ID~S549R
c.1645A>C SNV Exón 12 O O 1 O O 100

_ ~(c.1645A>C)
z

~>»

~\ (~



Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg19l
Muestras de estirpe

Muestras llamadas'" incorrectas positiva

ADNdcoordenada) clínicas celular
sintéticas

5549N I c.1646G>A SNV Exón 12 i 2
;

2 1 O ! O I 100 1I , i !,
5549R c.1647f>G SNV Exón 12 3 1 O O O 100

(c.1647f>G)

G551D I c.1652G>A SNV Exón 12
,

8 3 O O O ¡ 100 1!

Q552X c.1654C>T SNV Exón 12 O O 1 O O 100

R553X I c.1657C>T SNV Exón 12 I 8 2 I O O ! O 100 1, i,
,

1556V c.l666A>G SNV Exón 12 1 O O O O 100

, ! !
,

i IL558S c.1673T>C SNV Exón 12 O O 1 O i O 100
! !

•

i

A559T c.1675G>A SNV Exón 12 4 O 1 O O 100

I
I ¡ lR560K c.1679G>A SNV Exón 12 O O , 1 O O 100, , ,

R560T c.1679G>C SNV Exón 12 6 1 O O O 100

1811+1.6kb i c.1679+1.6 SNV ! Intrón 12 O ! O I 1 O O i 100
,

I i !
,

A>G I kbA>G I ¡ I
I

.

1812-1 c.1680-lG>A SNV Exón 13 O 2 O O O 100

G>A

A561T I c.1681G>A SNV Exón 13 1 I O O O ¡ O 100 l,
V5621 c.1684G>A SNV Exón 13 1 O O O O 100

Y569D i c.1705T>G SNV Exón 13 i O O 1 O ¡ O . 100 1I

P574H c.l721C>A SNV Exón 13 O 1 O O O 100

Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDxTM
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg19l
Muestras de estirpe

MuestTas llamadas. incorrectas positiva

ADNclcoordenada) clínicas celular
sintéticas

- -

~.>.
kG:>..~lOO

100O

O

O

O

2

O

O

O

SNV Ex6n 14

SNV Exón 14

e.2125C>T

c.2057C>A

G576A c.1727G>C 5NV Exón 13 4 O O O 100

D579G c.1736A>G 5NV Exón 13 O O O O 100

F.585X c.1753G>T SNV Exónl3 O O O O lOO

1898+IG>A e.1766+1G>A SNV Intrón 13 2 I O O O 100

1898+3A>G ¡ e.1766+3A>G SNV lnlrón 13 O O O O lOO

H609R c.1826A>G SNV Exónl4 O O O O lOO

D614G c_184IA>G SNV Exón 14 O O 2 O O lOO

l 5686Y
R709X

I I

R668C e.2002C>T SNV Exón 14 S 2 O O O lOO

R668H ! c.2003G>A SNV Exón 14 I
,

O , O O I O : 100 !¡ I : : I

2143delT c.2012de1T DIV Ex6n 14 2 I O O O lOO

K684TfsX4 I c.2046_2047 I DlV Exón 14 i O O i 1 O i O i lOO,
ii dclAA ,

I
i , I

I --- !

2183AA>G c.2051_2052 DIV Ex6n 14 3 I O O O lOO
delAAinsG

2184delA c.2052delA DlV Exón 14 I I O
-

O O 100
- --

2184insA e.2052_2053 DIV Ex6nl4 3 O I O O lOO
¡nsA

,

0°CJJ -ñj
O In
(1),.0_
-<~ ...•U)zo<
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística M¡SeqDxTM

~ Genotipo
Llamadas positivas (variantes)o.

°0 Regi6n del Ausencia:. )- (nombre Nombre de Tipo de Llamadas Coincidencia
- ro genCFm Muestras de

N común/nombre de ADNc variante (hg19)
Muestras de estirpe

Muestras
llamadas. incorrectas positiva

ADNdcoordenada) clínicas celular
sintéticas

K710X c.2128A>T SNV Exón 14 3 O O O O 100

E72SK c.2173G>A SNV Ex6n 14 2 O O O O 100

2307insA c.2175_2176 DlV Exón 14 3 O 2 O O 100
insA

L732X c.21951>G SNV Ex6n 14 O O 2 O O 100

2347delG c.2215delG DlV Exón 14 O O 2 O O 100

P750L c.2249C>T SNV Exón 14 1 O O O O 100

V754M c.2260G>A SNV Exón 14 2 O O O 100

R764X c.2290C>T SNV Exón 14 1 O 2 O O 100

2585dclT c.2453de1T DIV Exón 14 O O 2 O O 100

E822X c.2464G>T SNV Exón 14 O O 2 O O 100

2622+1G>A c.2490+1G>T SNV !nlrón 14 O O 2 O O 100

E831X c.2491G>T SNV Ex6n 15 O O 1 O O 100

D836Y c.2506G>T SNV Exón 15 O O O O 100

W846X c.2537G>A SNV Exón 15 O 1 O O O 100

R851X c.2551C>T SNV Exón 15 O O 1 O O 100

00 ~. '~" c.25621>G SNV Ex6n 15 212 44 O O O 100
O m
(j) 0_ c.2583dc1T 3::.-< ~ -f r . 2711delT DlV Exón 15 O O O O lOO
(l)ZO< ¡
-t ...•.::oZ e...rn~»» .
~.".. -l N .\
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Ensayo de secuenciación dínica de la fibrosis qulstica MiSeqDx™

~~ Genotipo Llamadas positivas (variantes)¡¡ja
3 o. (nombre Nombre de Tip<J de

Región del Ausencia Llamadas Coincidenciao _

variante
gen CFTR Muestras Muestras Muestras de incorrectas positiva<naO común/nombre de ADNc (hg19) de estirpe llamadas",. ~ ADNdcoordenada) clínicas celular sintéticas

• ro
N

V868V c.2604A>G SNV fucón 15 2 O O O O 100

c.2657+2_ I c.2657+2_ DlV Intrón 16 O O O O 100
2657+3insA 2657+3insA

2789+5G>A c.2657+5G>A 5NV Inlrón 16 9 O O O 100

Q890X c.2668C>T SNV Exón 17 1 O O O O 100

A923A c.2769C>T SNV Exón 17 1 O O O O 100

L927P c.2780T>C SNV Exón 17 O O O O 100

S945L c2834C>T SNV Exón 17 O O O O 100

M952T c.2855T>C SNV Exón 17 O O O O 100

3OO7delG c.2875de1G DIV Exón 17 O O 1 O O 100

T966T I c.2898G>A SNV Exón 17 5 O O O O 100

G970R c.2908G>C SNV Exón 17 O O 1 O O 100

S977F c.2930C>T SNV Exón 18 O O O O 100

3120G>A c.2988G>A SNV Exón 18 1 O O O O 100

3120+1G>A c.2988+1G>A SNV Intrón 18 7 O O O 100

3121.1G>A c2989-1G>A SNV Exón 19 O O O O 100

L997F c.2991G>C SNV Exón 19 2 O O O 100 (ü)
'" ~1l027T c.3080T>C SNV Exón 19 2 O O O 100

.a:--.
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100oO

•

OOExón 20SNVc.3310G>TEll04X

sayo de secuenciación c1fnica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de AUNe variante (hg19)
Muestras de estirpe

Muestras llamadas'" incorrectas positiva

AONdcoordenada)
clínicas celular

sintéticas

¡ I , , ,
3272-26A>G c.3140-26A>G : SNV Tnrrón 19 O 1 I O O O 100

,
F10S2V c.3154T>G SNV Exón20 O 1 O O O 100

I : : , ¡ T
Ll065P I c.3194T>C SNV Exón 20 O O 1 O O 100

R1066C c.3196C>T SNV Exón 20 6 O O O O 100

R1066H
,

c.3197G>A SNV Exón 20
,

1 O 1 O O
,

100 1i : I i ,
G1069R c.3205G>A SNV Exón 20 O 1 O O O 100

RI070W : c.3208C>T
,

SNV Exón 20 : O 2 O
.

O T O
,

100, ,
. !

RI070Q c.3209G>A SNV Exón 20 O 1 O O O lOO

,
c.3230T>C I ,

LlO77P SNV I Exón 20 O O 1 O O,. lOO

Wl089X c.3266G>A SNV Exón 20 4 O O O O 100

Y1092X I c.3276C>A
,

Exón 20 3 I I O i O 1
SNV , 1 O i 100, I

,

(C>A) ¡ : I ¡ ! ! I

, , , . ,

YI092X c.3276C>G SNV Exón 20 O O 1 O O 100

(C>G)

11095T c.3285A>T SNV Exón 20 7 , O O O 1 O , lOO
I

,

MII01K c.3302T>A SNV Exón 20 2 2 O O O 100

r c-

100

Abril de201
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O O CIOO

O O 100

O O lOO ~q
1.... --

O O lOO k~
O O 100

~~

"::,,)

O

O

O

__ I_J__

c.3705T>G j SNV Exón 22 9 I

c.3717+ SNV Intr6n 22 II 2
1219lC>T

c.373IG>A SNV Exón 23 O O

c.3744delA DlV Exón 23 6 1

[ C:3752G>A SNV [-Exón23 1 Co3876delA

S125IN

G1244E

Sl235R
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-~--------i 3849+10
I kbC>T
~

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de
Región del Ausencia Uamadas Coincidcnóa
gen CFTR Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg191
Muestras de estirpe

Muestras llamadas'" incorrectas positiva

AONcJroordenada)
clínicas celular

sintéticas

I I c.3454G>C
,

; iD1152H ! SNV Exón 21 i lO I O O O lOO

V1153E c.3458T>A SNV Exón 21 1 O O O O lOO

R1158X c.3472C>T SNV
,

Exón 22 i 7 , 1 O O ¡ O lOO
; !
,

,

R1l62X c.3484C>T SNV Exón 22 5 I O O O lOO

1 R1l62L I c.3485G>T SNV Exón 22 1 O ! 2
,

O O O
,

100 1
!

! I ,

i ,
3659delC c.3528delC DIV Exón22 4 I O O O lOO

I i
, ,

S1l96X c.3S87C>G SNV I Exón 22 I I O I O O O , lOO
, ,

,

WI204X c.3611G>A SNV Exón 22 O O I O O lOO

(c.3611G>A)

W1204X
I
c.3612G>A

I Exón 22 O O I O 1 O 100
i

I SNV ¡ I

(c.3612G>A)
, , I I , ,
I !

,
I ,

379ldelC c.3659delC DIV Exón 22 2 O O O O lOO
, !

, T !1l234V ! c.3700A>G SNV Exón 22 I O I O O 100



Genotipo Llamadas positivas (variantes) I
(nombre Nombre de Tipo de

Región del Ausencia
Llamadas Coincidencia

gen CFTR Muestras de
común/nombre de AONc variante (hg19)

Muestras de estirpe Muestras llamadas. incorrectas positiva

ADNdcoordenada) clínicas celular
sintéticas

\~~- .r=::::-:>
_ ~ ~ secuenciación dlnica de la fibrosis quística MiSeqDx™
o. » \~1JCD
~~::J.3-0."'o~0.0.
!" °)0» _.. ro

N

r 3905insT c.3773_3774 DIV Exón 23 3 O O O 100
I insT

D1270N c.3808G>A SNV Exón 23 O 2 O O O 100

W1282X e.3846G>A SNV Exón 23 9 O O O 100

P1290P e.3870A>G SNV Exón 23 10 3 O O O 100

4005+1G>A c.3873+1G>A SNV Intrón 23 O O O O 100

4016insT e.3884_3885 DIV Exón 24 O O 1 O O 100
insT

11299T c.3897A>G SNV Exón 24 3 O O O O 100

N1303K c.3909C>G SNV Exón 24 9 O O O 100

Q1313X c.3937C>T SNV Exón 24 O O 1 O O 100

GI349D c.4046G>A SNV Exón 2S O O O O lOO

4209TG e.4077_4080 DIV Exón 25 O O O O lOO
IT>AA delTGTT

insAA

CFTR c.3964-78_ Del Jnrrón 24 1 O 1 O O 100
dele22,23 4242+577del

4382delA e.425IdelA DIV Exón 27 O O 1 O O 100

00 YI424Y c.4272C>T SNV Exón 27 6 2 O O O lOO
~'" :iJ~

O mcn e.4389G>A SNV Exón27 150 32 O O O lOOUJ:!:o_-< -Ir ~(J)ZO<
""'...;ozm!'"»» g-..
~"-IQ;!NmN---=
~ zZ
:> -m~> N.O de referencia 15038344 Rov. A ESP



Ensayo de secuenciación cHnica de la fibrosis qurstica MiSeqDxTM

Genotipo
Llamadas positivas (variantes)

(nombre Nombre de Tipo de Región del Ausencia llamadas Coincidencia
gen CFTR Muestras de

común/nombre de ADNc variante (hg19)
Muestras de estirpe

Muestras
llamadas"

incorrectas positiva

ADNdcoordenada) clinicas celular sintéticas

Total de todas las variantes (coincidencia positiva)t 2072 3 4 99,66

r Total de todas las cepas salvajes (coincidencia negativa) 2600928 1 2, >99,99 l
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincidencia total) 2603000 4 6 >99,99

OIV es la sigla en inglés de "variante de la deleciónJinserción".
,¡. No se vol\'ieron a analizar las muestras.
1\ El software no especifica el nombre de AONc de esta coordenada genómica .
••••El informe de Sanger indicó que la variante P205S era heterodgótica en el caso de la muestra clínica. En cambio. una revisión de los datos de rastreo de Sanger indicó que la variante era.
en realidad. homocigótica y que se había notificado de forma incorrecta. MiSeqDx notificc;o que la variante era homocigótica.

, Uno de los resultados que no concordaba provenía del estudio de rcproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra concordaba con todas las 18 duplicaciones. pero no con-
cordaba con la secuenciación bidireccional de Sanger.

T Se determinó que la muestra sintética heterocigótica original no se había preparado correctamente. Se detcctó cuando se reali7..amn las pruebas posteriores a su preparación utilil'.ando el

mismo plásmido.
t La coincidencia positiva excluidas las llamadas de Poli-TG/Poli-T fue del 100 %.
S Se notificó una muestra heterocigótica sintética para el exón 8 como heterodgótica en el caso de la \'ariantc dele22. 23 de CFTR. Investigaciones adicionales revelaron que este resultado se
debía,. posiblemente, a una contaminación de bajo nivel. Asimismo, con una segunda muestra. los cebadores de Sanger no pudieron detectar completamente la variante Ql463Q debido a
las inserciones y deleciones ascendentes y descendentes de la posición de la variante.

100oooO1(TG)9(1)9/{TG)10(1)7

.
Genotipo de N.O de muestras N.v de muestras de I N.el de muestras N.el de Uamadas N.O de ausencia de % de

Poli.TG/Poli-T clínicas estirpe celular sintéticas incorrectas llamadas" precisión

(fG)9(1)7/(fG)11(1)7 2 O I O O 1 50,00

r

Tabla 13 Preosión de la variante Poli-TG{Poli-T para el Ensayo de "cQlcnaadón clínica de la fibrosis quística MiScqDx

(fG)9(1)9/(fG)11(1)7 5 O O O 100

(TG)9(1)9/(TG)11 (1)9 1 O O O O lOO ~

",....
,&o..

. ,
~ de referencia 15038344 Rev. A ESP



"'\'
.Q.J .e:secuenciación clínica de la fibrosis qu[stica MiSeqDx™

100

100

100

O

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

98,44

92,31

83,33

90,91

100

% de
precisión

3

o
o

o

o

1

o
O

o

o

o
o

o

o

o

o

1

o
o
o

N.O de ausencia de
llamadas"

o
1

o
o

o

3

4

o

o
o

o
o

o
o
o

o
o

o

o
o

N.U de llamadas
incorrectas

o

o
o

o

o

o
O

O

o

o
o
o

o
o
o

o
o
o

o

N.1l de muestras
sintéticas

448

o

2

8

o
3

2

o

o

o

o
6

o

o

8

20

11

16

N.1l de muestras de
estirpe celular

2

3

2

2

3

6

3

5

37

7

2

52

13

76

10

72

39
25

N.O de muestras
clínicas

(TG)10(l)7/(TG)10(l)7

(TG) 1O(l)7/(TG)1O(l)9

(TG) 1O(l)7/(TG)11 (l)5

(TG)10(l)7/(TG)J 1(l)7

(TG)10(l)7/(TG)12(l)5

(TG) 10(l)7/(TG)12(l)7

(TG) 10(l)9/(TG)1 0(l)9

(TG)1O(l)9/(TG)11(l)5

(TG) 10(l)9/(TG) 11 (l) 7

(TG) 1O(l)9/(TG)11 (l)9

(TG)10(l)9/(TG)12(l)5

(TG)10(l)9/(TG)12(l)7

(TG)11(l)5/(TG)11(l)7

(TG)ll (l)7/(TG)11 (l)7

(TG) 11 (l)7/(TG) 11(l)9"

(TG)l1 (l)7/(TG)12(l)5

(TG)11 (l)7/(TG)12(l)7

(TG)11 (l)9/(TG)12(l)7

(TG) 12(l)7/(TG)12(l)7

Genotipo de
Poli-TGIPoli.T

. Total

39 I N.' de referencia 15038344 Rov. A ESP



La reproducibilidad del sistema de fibrosis quística MiSeqDx se determinó mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con dos operadores por
centro. Cada uno de los operadores de cada centro comprobó dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total de 276 resultados de muestras por
operador. El panel contenía una mezcla de ADN genómico de estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones conocidas en el gen CFTR, así como sangre
desleucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones conocidas en el gen CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la
incorporación de los pasos de extracción utilizados en la preparación de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo.
El índice de muestra de paso, definido como el número 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-TGlPoli-T incluida fue del 99,22 %, mientras que, sin ella, fue del 99.(,0
%. 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 la variante Poli-TG/Poli-T fue del 97,83 'Yo.

~ ~~ro""."""~ ••",~,ro,.re.,,,,,,.
o .
en
~ ft'Uro. • No se volvieron a anali7.M las muestras.ro :J A Uno de los resultados que no concordaba provenía del estudio de rcproducibilidad. El resultado de Poli-TGlPoli-T de la muestra concordaba con todas Ia.<;18 duplicaciones. pero no con-

3 a. cardaba con la secuenciación bidireccional de Sanger.
o ~
<n00

;.. &- Reproducibilidad
N

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por
Todos Centro Centro Centro

Ausencia Llamadas coincidenciavariante los de
HGVS) centro 1 2 3 incorrectas

centros llarnadasf

1 c.l408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

Tabla 14 Reproduobilidad del Ensavo de scmenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx (excluidas las variantes Polí-TG/Poli-1)

i 1 c.l646G>A S549N 6 18 6 6 6 O O 100

~- Ic.2562T>G J --] [ [--¡-] C~J e- l1 T854T 6 18 6 O O 100
~

2 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100 ~

2 E1A>G (is27E 6 18 [ 6 6 1 6
0=r

O 100
~

2 c.l680-1G>A 1812-1 G>A 6 18 6 6 6 O O 100
N0° =1 ET CTl C~ID -~ 2 c.2562T>G 6 18 6 6 O 100

:n!"
o rncn(1)3:(")--< -<r(l)zo<
-i--;o-

-rn"--}-'\,- -~~-1»
u>",rnN~-()>

~ ~ ¡;¡¡ N." de referencia 15038344 Rev. A ESP
Abril de20
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Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubic.,ción sin Por
Todos Centro Centro Centro Ausencia Llamadas coincidenciavariante los de

HGVS) centro 1 2 3 incorrectas
centros Uamada~

..

!En ayo de secuenciaci6n clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

2 c.312de1A 444delA 6 18 6 6 6 O O 100

2 c.3870A>G P1290P 94.44

2 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O 100

3 c.1408G>A V470M O lOO

3 c.1477C>T Ql93X 6 18 6 6 6 O O 100

3 c.1521_1523deICTT F508del O 100

3 c.25621'>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100

3 c.4389G>A QI4630 O lOO

4 c.1408G>A V470M 6 18 5 6 6 1 O 94,44

4 c.1521_1523deICTT F508del O 94,44

4 c.2052de1A 2184delA 6 18 5 6 6 O 94,44

5 c.1408G>A V470M O 94,44

5 c.224G>A R75Q 6 18 6 5 6 l' O 94,44

5 c.25621'>G T854T O 94,44 ~

5 c.3472C>T R1158X 6 18 6 5 6 l' O 94,44 'a--
5 c.366T>A YI22X 6 18 [7J 5 6 l' O 94,44 .a:--.

0° N
'" -~::o'"
O '"en(f)~n_
-<zb<
rri~>z \i:~-l.l>
C/)N(T1N ~.o de referencia 15038344 Rev.A ESP Abril de 2014-o»~ zZ
» -m~S;
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sayo de secuenciación clínica de la fibrosls quística MiSeqDx™

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por Todos Centro Centro Centro
Ausencia Llamadas coincidenciavariante los de

HGVS) ccntro 1 2 3 incorrectas
centros Uamadas€

1 5 I I - . , II c.625G>T , A209S 6 ¡ 18 I 6 I S 6 lA I O I 94,44 i, ,

6 c.l408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

,
c.1521_1523dclCTT ¡ F508dcl I 6 i 18 6 I 6 6 I O O 100 l

i 6 I I
,

6 c.2051_2052delAAinsG 2183AA>G 6 18 6 6 6 O O 100

r 7
-,- , I

, c.1408G>A I V470M 6 I 18 I 6 I 6 6 O O lOO
I I ,

7 c.223C>T R75X 6 18 6 6 6 O O 100

r 7
i c.2562T>G I T854T 6

.
18 ! 6 6 : 6 I O I O

I 100
iI I , i I

,, , I

8 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

I 8
I c.1519_152IdelATC IS07del T 6 18 6 . 6 6 O O I 100

1

! ! I ,

8 c.1521_1523dcICTT F508dcl 6 18 6 6 6 O O lOO

[ 8 I c.2562T>G ' T854T 6 18 ¡ 6 I 6 6 O I O I 100
I I :

~.

8 c.4389G>A QI463Q 6 O O 100

9 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

9 c.1521_1523deICTT F508dcl O 100 CD

9 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100 ~

9 J c.3846G>A Wl282X 6 18 6 5 [ 6 O 1" 94,44 ~,
0°ro -~ ~;o~

O m

~~~r
cnZO<
rri~~Z~~;,> \
WNm~~o}>
~ ~~ o ereferencia1S038344Rev.AESP
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sayo - e secuenciación cHnica de la fibrosis qulstica MiSeqDxTM

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (tod¿)s Jos centros)

0~
-o. Nombre de la HGVSCOco Nombre de la % de3-0. (o ubicación sin Todos Ausencia00._ Muestra Por Centro Centro Centro Llamadas coincidenciaO variante los deen O HGVS) centro 1 2 3 incorrectas» -'\ centros lJamadast. co

N

9 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O lOO

10 c.1408G>A V470M 6 O O 100

10 c.1521_1523delClT i F508del 6 18 6 6 6 O O lOO

10 c.2562T>G 1'8541' 6 6 O O lOO

10 c.3140-26A>G 3272-26A>G 6 18 6 5 6 O 1" 94,44

10 c.4389G>A EQ 6 18 6 6 I 6 O O lOO

11,39 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 " 12 O O lOO

11,39 c.1521_1523deIClT F508del 12 O O lOO

11,39 c.2002C>T R668C 12 36 12 12 12 O O lOO

11,39 c.2562T>G 1'8541' 12 O O 100

11, 39 c.3717+12191C>1' 3849+IOkbC>T 12 36 12 12 12 I O
1

O I 100

_11~;-j 123~~

,

c.4389G>A QI463Q 12 36 12 [ O [~II;;O-

'. 12,40 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O I O lOOi
1..-;-;, -;- _]

c.2562T>G T8541' [YJ 36 cn-r~ 12 O [-O~ lOO
,~r I

I 12, ~o c.2988+IG>A 3120+1G>A 12 36 12 12 12 O O lOO
~

12,40 c.4389G>A QI463Q O 100
, •..•

00 ~
al :ii~

,
O m ~en (')
-<:i: ...•r-
"'zo<
-i ...•.:uZ
rn~-~ cnNmN- (')» Abril de201~ zZ • de referencia 15038344 Rev. A ESP
» -m~S;



% de
coincidenciaLlamadas

incorrectas

Total (todos los centros)

Ausencia
de

Uamadas(:

Centro
3

Centro
2

Llamadas coincidentes

Centro
1

Todos
los

centros

Resultados totales

Por
centro

Nombre de la
variante

Nombre de la HGVS
(o ubicación sin
HGVS)

Muestra

'---Js;;¿- ;-
6!~ ~yo de secuenciación clínica de la flbros;s quislica MiSeqDx'"

~~

~~ "'"0gJ; ,
!" o~.,. ¡6

N

lOO

100

lOO

lOO

lOO

100

100

100

100

lOO

100

o

o

o

o

o

o

o

o
o
o
o
o

o

o

o

o

1,

--r
O

o

o

O

o

o

o

O

6

6

6

6

6

6

6

6

6

12

]
6

6

6

6

6

6

6

6

6

12

6

6

6

6

6

6

6

6

6

12

18

18 [

18

18

18

18

36

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

12

Il027T

V470M

T854T

E528E

E528E

MllOlK

T854T

V470M

QI463Q

F508dcl

E60X

V470M

621+1G>T

M1101K

[V47OM
i F508del

c.2562T>G

c.2562T>G

c.3080T>C

c.1408G>A

c.1584G>A

c.3302T>A

c.1408G>A

c.4389G>A

c.178G>T

c.1521_1523dcICTT

c.1408G>A

c.489+1G>T

! c1584G>A

c.3302T>A

P08G>A

, c.1521_1523deICTT

N.O de referencia 15038344 Rev.A ESP
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16

15

14

13

13

13

12,40

13

I 15

>, 15
L

16

44



ayo de secuenciación clínica de la fibrosis qufst¡ca MiSeqDxTM

Resultados totales Llamadas coincidentes
% de

coincidenciaLlamadas
incorrectas

Total (todos los centros)

Ausencia
de

Jlamad~

Centro
3

Centro
2

Centro
1

Todos
los

centros

Por
centro

Nombre de la
variante

Nombre de la HGVS
(o ubicación sin
HGVS)

Muestra

17,41

17,41

17,41

18,42

c.1408G>A

c.1521_1523delClT

c.3528delC

c.-4G>C

c.1408G>A

V470M

F508del

3659delC

117120145

V470M

12

12

36

36

12

12

12 12 o o

o

o
o
o

i lOO

100

lOO

100

lOO

lOO

lOO

100

lOO

100

lOO

lOO

lOO

lOO

100

100

o

o

o

o

o
o

o

o

o

o
o

o

o

o

6

6

12

12

12

12

6

6

6

12

12

12

12

12

12

6

6

6

12

12

12

12

36

36

36

36

6

6

6

12

12

12

621+1G>T

621+IG>T

G85E

V470M

A455E

711+IG>T

V470M

F508del

R1171J

F508del

i V470Mc.1408G>A

c.489+IG>T

c.489+1G>T

c.1408G>A

c.1364C>A

c.1521_1523delClT

c.579+1G>T

c.1408G>A

c.254G>A

c.350G>A

c.1521_1523delClT

21,44

20,43

20,43

20,43

21,44

21,44

19

18,42

18,42

~
19

, ---:-
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ayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Resultados totales I Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por
Todos Centro Centro Centro Ausencia llamadas coincidenciavariante los de

HGVS) centro 1 2 3 incorrectas
centros llamadas(

I 22 i c.1408G>A i V470M i 6 18 6 I 6 i 6
, O O 100! :

22 c.1521_1523dcICrr F508del 6 18 6 6 6 O O 100

i 22 c.1679G>C I R560T 6 18 I 6 , 6 : 6 i O ! O 100
: 1 I , ,

22 c.2562T>G T854T 6 O 100

22 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 O O 100

23 c.1408G>A V470M 6 O 100

23 c.1521_1523dcICrr F508del 6 18 6 6 6 O O IDO

23 c.3276C>A Yl092X (C>A) 18 6 6 6 O 100

24,45 ! c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O O 100

24,45 c.3909C>G N1303K 12 36 12 12 12 O 100

24,45 c.4046G>A GI349D 12 36 12 12 12 O O 100

25 c.1408G>A V470M 6 O 100

25 c.1624G>T G542X 6 18 i 6 , 6 . 6 O O 100

26 J c.-8G>C r7~20141 .=J--6-T~E-t=iJ 6 ] O O 100

~"O c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100
ID -~

",lll ~
O mC/) c.1624G>T G542X O 100
(J) n_ I""
-<~~r

~cnzo<~;:~z \

~~~» ~cn"'mN-n»
~ zZ
» -mOc»»
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Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por Todos Centro Centro Centro Ausencia llamadas coincidenciavariante los deHGVS) centro 1 2 3 incorrectas
centros Uamadast

¿:s~a¡;;;;:;¡d~esecuenciaci6n cHnica de la fibrosis quistica MiSeqDxTJ<1

I c.1408G>A V470M 12 12 O O 100I 27,4~

27,46 c.1652G>A G551D 12 12 O O lOO

27,46 c.1657C>T R553X 12 36 12 12 12 O O lOO

27/46 c.2562T>G T854T 12 O O 100

27,46 c.4389G>A QI463Q 12 36 12 12 12 O O 100

28 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 O O 100

28 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O lOO

28 c.3717+12191C>T 3849+IOkbC>T 6 18 6 6 6 O O lOO

28 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O 100

29 c.1408G>A V470M 6 6 O O 100

29 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O lOO

29 c.91C>T R31C 18 6 O O lOO

30 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

30 c.152CI523deICTT F508del O 100

30 c.2562T>G T854T t 6 18 6 6 6 O O 100
~0° 30 c.3485G>T J Rl162L 6 18 6 J 6 6 O O 100
~en :ii~

O m
{J)3::n- ••-< -Ir(J)ZO<
-i--"Z ~fn:,",l>)> .,
~b-lN(J)Nm-,,»

------l,R.--z.Z~,
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Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS

NOlnbre de la % de
Muestra (o ubicación sin Por Todos Centro Centro Centro Ausencia Llamadas coincidenciavariante los d.HGVS) centro 1 2 3 incorrectas

cenrros lIamad~
..

\ ~. .de-s~1nciación dínica de la fibrosis qulstica MiSeqDx™~:: : \
!f~

!~
;. ~

30 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O 100

31 t c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

31 I c.1585-IG>A 1717-IG>A 6 18 6 6 6 O O 100
I

31 c.2562T>G T854T 6 6 O O 100

I 31 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O IDO
L....-.-
32 c.1408G>A V470M 6 6 6 O O IDO

I 32 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100

32 c.3484C>T R1I62X 6 18 6 6 6 O O 100

32 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O 100
~

33 c.l040G>C R347P 6 18 6 6 6 O O 100

33 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100
~----
33 c.1652G>A G551D 6 O O 100

33 c.2562T>G i T854T

i
6 18 6 6 6 O O IDO

33 - ~ -] c.4272C>T E4Y 6 18 [ 6 [Tl 6 O O 100
~

c.4389G>A QI463Q 6 18 6 ! ' 6 O O 100 U)33 6 ,
\

34 c.IOOOC>T .. ~ R334W 6 . 18 [ 6 I 6 I 6 O O 100 ••oD
Ol -O; •••••;>J.O mcn(1)3:;0- N-< -< r-(t)ZO<
-! ....•::Ozm""
;::.. -< ~-\
(J)~~»
U> '!: iii ~e referencia 15038344 Aev. A ESP
?> ~ s;:



Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos Jos centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por Todos Centro Centro Centro Ausenóa llamadas coincidenciavariante los deHCVS) centro 1 2 3 incorrectas
centros lJamadas€

I 34 I e.3368-2A>T i e.3368-2A>T i 6
,

18 I 6 ! 6 6 ! O I O 100
I , I I

35 e.l523T>G F508C 6 18 6 6 6 O O lOO

I 36 e.254G>A I C85E I 6 , 18 6 6 ; 6 i O i O 100
I !

36 e.3454G>C DI 152H 6 18 6 6 6 O O lOO

! 37
I , I 1e.1007T>A , 1336K 6 18 ¡ 6 i 6 I 6 O O lOO, I 1

37 e.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

I 37 i e.2562T>G I T854T ! 6 , 18 6 i 6 , 6 O
,

O
¡

lOO
I I

37 e.3705T>G SI235R 6 18 6 6 6 O O lOO

I 38 I e.1408C>A I V470M I 6 I 18 6 6 I 6 O O lOO
-,

I I i , I

38 e.1727C>C C576A 6 18 6 6 6 O O 100

I 38 e.2002C>T , R668C I 6 18 ! 6 6 1 6 ! O : O lOO 1
I

, i i ._-.J
38 e.2057C>A 5686Y 6 18 6 6 6 O O lOO

i e.2562T>G
, ,

! I ! I 138 , T854T , 6 18 6 ¡ 6 6 O O I lOO

~

~ .>J» . E aY<;,desec¡jenciación cllnica de la ¡Ibrosls quistica MiSeqDx'M~~:=. ,
o a
'" o» _. i. re'\

38

47,85

47,85

e.4389G>A QI463Q

V470M

T854T

12

12

36

36

12

12

12

12

12

12

O

O

O

O

O

lOO

lOO

100

Abril de2



--" ;:;.-

sayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

~~-< ij) \
~~

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

~ - (o ubicación sín Todos Ausencia
CJ> O Muestra Por Centro Centro Centro Llamadas coincidenciavariante los de;. ~ HGVS) centro 1 2 3 incorrectas
• <o centros J1amadast

N

~
c.2657+5G>A 2789+5G>A 12 36 12 12 12 O O 100

47,85 c.4389G>A QI463Q 12 O O 100

48,86 c.54-5940 CFTRdclc2,3 12 36 12 lJ 12 O 97,22

273+10250dc121kb

48,86 c.1408G>A V470M O 97,22

48,86 c.1521_1523dclClll F508dcl 12 36 12 JJ 12 1 O 97,22

49,87 c.J408G>A V470M O 100

49,87 c.1521_1523deIClll F508dcl O 100

49,87 c.1766+1G>A 1898+1G>A O 100

50,88 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O O 100

50,88 c.220C>T R74W 12 12 O lOO

50,88 ; c.2562T>G T854T 12 36 12 12 12 O O 100

50,88 c.3808G>A D1270N O 100

51,89 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O O lOO

51,89 c.1521_1523deIClll F508del O 100
,~

51,89 c.2012deIT 2143delT 12 36 12 12 12 O O 100 ~

d~
c.3744deIA 3876dclA 6 18 6 [T] 6 O O lOO ",....

O m' N
~~~-cnZO<~:;:~z
~A-l»' --
cnÑm'" ~"'0» _~ zZ Abril de 2!' ~~ 50 N. referencia 15038344 Rev. A ESP



Abril de 2014. de referencia 15038344 Rev. A ESP

--'- • .::...;>

sayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

- Llamadas coincidentesResultados totales Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por
Todos Centro Centro Centro

Ausencia' llamadas coincidenciavariante los deHGVS) centro 1 2 3 llamadas<
incorredas

centros

1 53,90 I c.3773_3774insT i 3905insT
1

i 36
,

12 12 I 12 I O O i lOO 112 I I ¡, ,
54,91 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O O 100

[ 54,91 i c.262_263deITI , 394dem 1 12
,

36 I 12 12 I 12 O O I lOO
,

, ,
I

, ,

55,92 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 O O 100

I 55,92 I ,
i i

, lc.1519A>G 1507V 12 36 12 12 , 12 O O I lOO
I I I

,

55,92 c.1521_1523deICTI I F508del 12 36 I 12 12 12 O O lOO

I 55,92 i
, I ]I c.2562T>G T854T 12 , 36 1 12 I 12 I 12 O J O , 100, , i I

55,92 c.3080T>C 11027T 12 36 12 12 12 O O lOO

[ 55,92
,
c.4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 O O ! lOO 1

56 c.l408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

I 56 I I
,

I c.2562T>G i
T854T 6 , 18 i 6 6 ! 6 O ! O 100 !

;

56 c.3154T>G Fl052V '6 18 6 6 6 O O 100

! 56 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 O
,

O
,

100 ]
I , i

57 c.-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 O O 100

[ 57 c.l408G>A V470M I 6 18 6 I 6 6 ! O ! O
,

100 1I
!

57 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx™

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin ror Todos Centro Centro Centro Ausencia llamadas coincidencia
'" variante los de
~ HGVS) 1 2 3 incorrectascentro centros Ilamadast

57 c.3209G>A ! RI070Q .6 18 6 6 6 O O 100

58 c.I4lJ8G>A V470M O O lOO

58 c.1521_1523delC1T F508del 6 18 6 6 6 O O lOO

58 c.2991G>C L997F O O lOO

59 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

59 c.2562DG T854T 6 18 6 6 6 O O lOO

59 c.3205G>A GI069R 6 18 6 6 6 O O lOO

60 c.l4lJ8G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

60 c.2562DG T854T 6 18 6 6 6 O O lOO

60 c.4389G>A QI463Q 6 18 6 6 6 O O 100

60 c.617DG L206W 6 18 6 6 6 O O 100

61 c.l4lJ8G>A V470M 18 6 O O lOO

61 c.2260G>A V754).1 6 18 6 6 6 O O 100

61 c.4389G>A QI463Q 6 6 O O lOO ;~
62 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100 •••
62 c.2562DG T854T 6 18 6 6 6 O O lOO0° •••ro -~:o!"O men N(1):::0_-< -Ir(J)ZO<

....•...::Oz
m:",>)>
;: •• -1--",.....",-N~n»
!1' zZ
» -m ." de referencia 15038344 Aev. A ESP~S;



Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis qufstica MiSeqDxTM

J*' ~ Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)

~~

Nombre de la HGVS Nombre de la % de
(o ubicación sin Todos Ausencia., - Muestra variante Por Centro Centro Centro llamadas coincidencia

en O HGVS) los 1 2 3
de incorrectas. O centro llamadas(.,. ~ centros

62 c.988G>T G330X 6 18 6 6 6 O O lOO

64 c.1040G>A R347H O 100

64 c.J408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

64 c.2S62T>G T8S4T O lOO

64 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 O O lOO

65 c.948dcIT 1078dcIT 6 18 6 O O lOO

66 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

66 c.1521_1523dcICTT F508del 18 6 6 6 O O 100

66 c.532G>A i GI78R 6 18 6 6 6 O O lOO

67 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O lOO

67 c.l647T>G 5549R 6 18 6 6 6 O O lOO
(c.1647T>G)

68 c.1408G>A V470M O lOO

68 c.1646G>A 5549N 6 18 6 6 6 O O lOO

68 c.2S62T>G T8S4T O lOO

68 c.4389G>A QJ463Q 6 18 6 6 6 O O lOO ~

0° 69 c.2506G>T D836Y O lOO [:-::.
ro --;o~
O mcn l>--(1)3:;0--< ...¡
",zO..•....• :uZ
m.l>-» :::t>
;;:: •• ...¡

--Cn N...1ILN \
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~

e secuenciación clínica de la fibrosis qufstica MiSeqDxTM

-< '" -r~~"'", Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)3 Q.
o ~ Nombre de l. HGVS

Nombre de la % de(1)0° (o ubicación sin Todos Ausencia). 9.\ Muestra varianle Por Centro Centro Centro Llamadas coincidencia• ID HGVS) centro los 1 2 3 de incorrectas
N centros llamadas(

69 c.2537G>A W846X 6 18 6 6 6 O O 100

70 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 O O 100

70 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100

70 c.3485G>T R1162L 6 6 O O 100

70 c.4389G>A Ql463Q 6 18 6 6 6 O O 100

71 c.1408G>A V470M 6 O O 100

71 c.l521_1523de1CIT F508del 6 18 6 6 6 O O lOO

71 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O lOO

71 c.274G>T E92X 6 18 6 6 6 O O lOO

71 c.4389G>A Ql463Q 6 18 6 6 O O 100

72 c.1022_1023insTC 1154insTC 6 18 6 6 5 O 94.44

72 c.1408G>A V470M 6 O 94.44

72 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 5 1 O 94,44

72 c.4389G>A QI463Q 18 6 O 94,44

72 c.489+IG>T 621+1G>T 6 18 6 6 5 O 94,44 re
0° 73 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100 I~

ID -~:<JO>
O m
en-<"' ..•enzo
-I ....•:uZm~>)>"' •....CJ)NmN

--<'l~ zZ
» -m N.o de referencia 15038344 Rev. A ESP Abril de2014~S;
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Ensayo de secuenciación dínica de la fibrosis qufstica MiSeqDxTM

\*~ Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS

3 o. (o ubicación sin
Nombre de la Todos Ausencia % de

o _
Muestra Por Centro Centro Centro Llamadas coincidencia

en.O varjante los d.

?- ¡r HGV5) centro 1 2 3 incor,rectas
centTos lIamadas€

N

73 c.l624G>T G542X 6 18 6 6 6 O O 100

73 c.1826A>G H609R 18 6 6 O O 100

74 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 5 O 94,44

74 c.1429C>T P4775 O 100

74 c.1521_1523dclCIT F508del 6 18 6 6 6 O O 100

75 c.1408G>A V470M 6 5 O 94,44

75 c.1521_1523deICIT F508del 6 18 6 5 6 1" O 94,44

75 c.l721C>A P574H 6 5 6 1" O 94,44

76 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

76 c.1521_1523dclCIT F508dcl 6 O O 100

76 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 O O 100
--~

76 c.425delT Fl43UsXl0 O 100

76 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 O O 100

77 c.1364C>A A455E O 100

77 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100 U)

OO~

c.489+1G>T 621+1G>T 6 18 6 6 6 O O 100 ..--
~ ij~1 •••O mcn
(/)3:;0--< -Ir N"'zo<
-j ..•.;u-~;~S; \ ~=
U>'''mN .~~(»>
~ ~ ~ 55 N." de referencia 15038344 Rev. A ESP
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Abril de 201

o

O

o
O

o

o

o

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

18

18

18

18

6

6

6

6

6

I 6 18 6 6 6 i O

_~~~~~]~- _-_-6=:[ 18 1===6=====6 =====6==1===0=== _

6 18 6 6 6 O

_____ ~_6 __ ~_18_~ __ 6 6_~[_nyj __ 0 _

c1408G>A V470M

c.1581A>G E527E

c.I680-1G>A 1812.1 G>A

c.2562T>G T854T

c.312delA 444delA

c.3870A>G P1290P

; c.4389G>A QI463Q

c.1408G>A V470M

c.220C>T R74W

c.2562T>G T854T

c.3808G>A i D1270N

J c.-8G>C P20141

c.1408G>A V470M
---

c.1521_1523deICTT F508del

c.1657C>T R553X

c.2562T>G [TI54T80

80

o de referencia 15038344 Rev. A ESP

80

79

79

78

79

79

78

78

78

78

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por
Todos Centro Centro Centro

Ausencia Llamadas coincidenciavariante los de
HGVS) centro 1 2 3 incorrectas

centros lJaméidasE:
,

I 80
L._~~_
80

~--
78

nsayo de secuenciación clínica de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

"'~_.O -i~-\---
~~'-~?- \!J-



Resultados lotales Llamadas coincidentes Total (todos tos centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubicación sin Por
Todos Centro Centro Centro Ausencia Llamadas coincidenciavariante los d.HGVS) centro 1 2 3 incorrectas
centros llamadast':

. , , .
81 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100~

81 c.1521_1523delCTI' F508del 6 O O 100

81 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 O O 100

81 c.2562T>G T854T 6 O O 100

81 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 O O lOO
~
82 c.104OG>C R347P 6 6 O O IDO

82 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

82 c.1521_1523deICTI' F508dc1 6 6 6 6 O O lOO

82 c.4272C>T YI424Y 6 18 6 6 6 O O 100

83 c.-4G>C 11720145 6 6 6 6 O O 100

83 c.l408G>A V470M 6 18 6 6 6 O O 100

83 c.1521_1523dclCTI' F508dcl 6 O O 100

, 83 : c.350G>A I RIl7H 6 I 18 6 6 6 O O lOO
L___ '_ .

.84 =tC.1408G>A IV470M 6 LICJ 6 6 [ 6 O O lOO

r 84 ' c.1519_152IdcIATC 1507del 6 18 6 6 6 O O 100 IDI
00 84 c.2562T>G T854T O lOO

ro -~ ••••••;oroO mcnen ,,_
-<3:~r •••••cnzo<
-¡ ...•:uzmAl> N;:-~-(.l>
cn~mN '\~n->~ zZ
» -m~> elefancia 15038344 Rev. A ESP

~
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
Nombre de la HGVS Nombre de la % de

Muestra (o ubic.lción sin Por
Todos Cl"ntro Centro Centro

Ausencia Llamadas coincidenciavariante los d.
HGVS) centro 1 2 3 incorrectas

centros llamadasc

I 84 c.4389G>A Ql463Q 6 18 6 6 6 O O 100 1
Total de todas las variantes (coincidencia positiva) .•.•. 2580 7740 2562 2553 2565 37 23 99,22

(incluidos los datos de Poli-TGlPoli-T en la Tabla 15)

r Total de Lodas las cepas salvajes (coincidencia negativa) 2871132 8613396 2865930 2855526 2865932 26006 2 99,70 1
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincide~cia 2873712 8621136 2868492 2858079 2868497 26043 25 99,70

lotal)

i No se volvieron a comprobar las muestras.
1\ Un duplicado de cada una de las muestras 5 y 75 presentó un índice de llamada del O%. Investigaciones adicionales indicaron que es posible que las muestras no se hubiersen añadido a

la placa de muestras antes de la preparación de bibliotecas .
•.Tras su revisión, se comprueba qut! el operador ha podido alternar las muestras 9}' 10 antes de la preparación de bibliotecas .
.•••.Excluidas las variantes de Poli-TG/Poli-T, la coincidencia positiva fue del99,60 'Yo.

Tab1115 Reproduobilidad de Poli-TG/Poli-Tpara el Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quíSlica MiSeqDx
N.~ de resultados Llamadas coincidentes

Abril de2

Total de todos los centros
% de

Ausencia de Llamadas coincidencia
llamadas incorrectas

O O 100%

O O 100%

O O 100%

1 O 94,44%

1 O 94,44%

6

6

Centro
3

6

6

Centro
2

6

5

6

Centro
1

18

18

18

Todos los
centros

6

6

6

Por
centro

(fG)12(1)7/(fG)12(1)7

(fG) 10(1)9/(fG)1 0(1)7

(fG)10(1)7/(fG)10(1)9

(fG)l 0(1)9/(fG)11 (1)7

(fG) 10(1)7/ (fG) 11(1)7

GenotipoMuestra

1

.0 de referencia 15038344 Rev. A ESP

A

Panel
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Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDxTM

N.O de resultados Llamadas coincidentes Total de lodos los centros

Muestra Genotipo
%de

Panel Por Todos los Centro Centro Centro Ausencia de llamadas coincidencia
centro centros 1 2 3 llamadas incorrectas

(TG)10(1)9/ (fG) 10(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(fG) 1O(l)9/(fG) 11(1)7 O O 100 %

(TG)IO(l)7/(TG)IO(l)9 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)IO(l)9/(TG)IO(l)7 6 18 O O 100%

(TG)I O(1)9/(TG)10(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)I O(l)9/(TG)1 0(1)7 O O 100%

(TG)IO(l)9/(TG)II(I)7 12 36 12 12 12 O O 100%

(TG)IO(l)9/(fG) 11(1)7 O O 100%

! (TG)IO(l)7/(fG)I1(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)IO(l)7/(fG)ll(1)7 6 18 1 O 94,44%

A 16 (TG)IO(l)9/(TG)IO(l)9 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)IO(l)9/(TG)II(1)7 12 12 O O 100%

(TG)IO(l)9/(fG)12(1)5 12 36 12 12 12 O O 100%

(TG)IO(l)9/(TG)11 (1)7 O O 100%

lA 20,43 (TG)10(1)9/ (fG) 11(1)7 12 36 12 ]2 12 O O 100%

A (fG)IO(l)9/(TG)IO(l)9 O O 100% C@>0° ~
(TG)1O(I)9/(fG) 10(1)7 O O 100% ~:>.III -~,,~ en JM~
(TG)1O(l)9/(TG)11 (1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

b-o-
-i"'::OZ •m;l">)>
;1: •• -1
(J)t.:ImN _-n»

~-Z-Z
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i~
sayo de secuenciación clínica de la fibrosis qu[stica MiSeqDxTM

N.Q de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centrosaft-- Panel Muestra Genotipo

I
% de

en O Por Todos los Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coincidencia

). ~ centro centros 1 2 3 llamadas incorredas
• <D

N -----,-
(TG)10(1)9/(fG)11 (1)7 12 36 12 12 I 12 O O 100%

(TG)10(1)9/ (TG)10(1)9 O O 100%

(TG)10(1)9/(TG)1 I (1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(fG)10(1)7/(TG)11 (1)7 12 36 O 1 97,22 %

(TG)I 0(1)7/(fG)1 0(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)I 0(1)7/ (fG) 12(1)7 4 O 77,78%

(TG)10(1)9/(fG)10(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

A 31 (fG) I0(1)7/ (fG) 11(1)7 6 18 O O 100%

A 32 (TG)I0(1)7/(fG)1 0(1)7 6 18 O O 100%

A 33 (TG)I 0(1)7/(fG)11 (1)7 6 18 O 94,44%

(TG)11(1)7/(TG)12(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

(TG)11(1)7/(TG) 11(1)7 O O 100%

A 36 1 (TG)11(1)7/(fG)11(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

A 37 (TG)l1 (1)7/(fG)l2(1)7 6 t 18 6 6 6 O =1 O 100%

A 38 ' (TG)10(1)7/(TG)11(1)7 6 18 6 6 6 O O 100%

B (fG)10(1)7/(fG) I0(1)7 O O 100%

B 48.86 (TG)10(1)9/(fG)11(1)7 12 36 11 11 12 2 O 94,44%

o~. (TG)10(1)9/(fG)ll(1)7 O O 100%
~ ij~O m
en;::"-<z-l ~.
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36

18

36

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

12

(TG)ll (l)7/(TG)ll(l)7

(TG)ll (l)7/(TG)1l (1)7

(TG)IO(l)9/(TG)lI (1)7

(TG)I O(l)9/(TG)1 0(1)7

(TG)IO(l)7/(TG)IO(l)9

(TG)12(1)7/(TG)12(1)7

(TG)IO(I)9/(TG)IO(l)9

(TG)II (l)7/(TG)12(1)7

(TG)9(1)9/(TG) 11(1)7

[ (TG)IO(l)9/(TG)l1(1)7

! (TG)IO(l)7/(TG)ll(l)7

(TG)l1 (l)7/(TG) 11(1)7

, (TG)IO(l)7/(TG)11 (1)7

(TG)11(l)7/(TG) 11(1)7

(TG) lO(I)9/(TG)ll (1)7

(TG)ll (l)7/(TG)lI(1)7 J67

64

61

59
60

58

52

B

8

8

8

8

N.Ode resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centros

Panel Muestra Genotipo
% de

Por Todos los Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coincidencia
centro centros 1 2 3 llamadas incorredas

I 8 I
~r~~ I ~I , , I, 50,88 (TG)IO(l)9/(TG)II(I)7 12 I 36 I 12 12 ! 12 O O 100%

8 51,89 (TG)I O(l)9/(TG)1 0(1)9 12 36 12 i 12 12 O O 100 %

r , I
, , ,
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o O 100%

O O 100%

O O 100%

O O 100%

2 O 88,89%

O O 100%

O O 100%

1 O 94,44%

O O 100%

O O 100%

1 O 94,44 %

O O 100%

O 18' 0%

O O 100%

O O 100%

O O 100%

O O 100%

6

6

6

6

6

6

18

18

6 18 5 6 5

6 18

6 18 6 6 6

6 5 6

6 18 6 6 6

6 18 6 6 6

6 18 5 6 6

18 6

6 18 O O O

6 18 6 6 6

6 [ 18 6 6 6

6 18 6 6 6

6

6

(fG)10(f)7/(TG)11 (1)7

(TG)11(1)7/(TG) 11(1)7

(fG) 1O(f)7/(fG) 10(1)7

(fG)10(f)9/(fG)11 (f)7

(fG)10(f)7/(TG)10(f)9

(TG)10(f)9/ (TG)11(1)7

(fG)10(f)9/(TG)11(f)7

(TG)10(l)7/(TG)10(l)9

(fG)l O(l)7/(TG)1 0(f)9

(TG)10(f)9/(TG)10(l)9

(fG)10(f)7/(fG)10(l)9

(TG)10(f)7/(TG)11(1)7

(fG)11(1)7/(fG)11(1)9

(fG)l O(l)7/(TG)1 0(f)9

(fG)10(f)9/(fG)11 (f)7

(fG) 1O(l)9/(TG) 12(f)5

(fG)10(f)7/(TG) 10(f)784

83

76

,
tal de variantes de Polj.TG/Poli.T 552 1656 537 540 543 17 19 97,83%

incidencia positiva)

B

N.O de resultados I Llamadas coincidentes Total de todos los cenrros
% de

Panel Muestra Genotipo Por Todos los

I
Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coincidencia

centro centros 1 2 3 llamadas incorrectas
-- ._--.- I - - --
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Ensayo de secuenciac1ón c1ínicade la fibrosis quística MiSeqDx™

>1- Las 18 muestras fueron coincidentes entre ellas, pero no coincidieron con la secuenciación bidireccional de Sanger.
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Extracción de ADN

Número de Índice de
,Índice e

Método de ('xli.acción muestras Precisión mucstrastc1
analizadas

llamada primer p o"
I

Precipitación por alcohol 168 >99,99 % >99,99% 100%!
- ----

lOO O/),Aislamiento de ',lacolumna de filtrndo de silicio 168 >99,99 % >99,99 %
-~--,-- ~~-------------

lOO o/JExtrncción de bolas magnéticas 168 >99,99% >99,99 %

• Porcentaje de mucstms con un Úldicc de llamada superior al 99% en el primer experimento.

dadeADN ..

Se evaluaron tres métodos de extracción comercializados utili7.ados con frecuencia (extracción de bolas magnéti as,
precipitación por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre total anticoagulada con EDTA
~. Durante el estudio, se utilizó un total de 14 muestras de sangre. Dos muestras eran de cepa salvaje, mientras hue
las demás muestras contaban con genotipos únicos que representaban nueve variantes diferentes, entre las que se!
incluían variantes excepcionales y comunes. Para la variante Poli-TG/Poli-T, se incluyeron las muestras con (f)5-!9 y
(fG)lO-12. Dos operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extracción de ADNJ Cada
operador llevó a cabo tres experimentos por método de extracción. Cada operador realizó cada una de las j
extracciones en dfas diferentes. La concentración de ADN y el índice de A2fJJ/A28Ode las muestras de ADNg
extraídas se determinaron mediante espectrometría. El tamaño de las muestras total para cada rn~todo de extrae ión
de este estudio fue de 168 (14 muestras x 2 operadores/método de extracción x 3 experimentos/operador x 2 l
duplicados/muestra de ADNg extraída).

Entra
El rango de entrada de ADN del Ensayo de secuenclac,ón chruca de la fibroslS qUlshca M1SeqDx de Illumma se¡
evaluó nevando a cabo un estudio de dilución en serie con 14 muestras de ADN representativas que contenían 16
variantes únicas de la fibrosis quística. Cada muestra se evaluó por duplicado en nueve niveles de entrada de AbN
que oscilaban entre 1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, S ng y 1 ng). Para determihar la
precisión, se compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciación bidireccional de Sanger y las

l

deieciones se compararon con un ensayo de PCR Los niveles 1250ng y 25 ng se establecieron como el límite su~erior
e inferior para la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un índice de muestra de primer paso del 95 % o
superior, sin llamadas incorrectas (100 % de precisión y de Índice de llamada). 1
Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN representfltivas
y, al menos, 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n <= 4 x 20 <= 80 muestras), mientras qge el
límite inferior de 25 ng se anali7..6con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n <= 14 x 20 <= 280 muestras). La
precisión y el Índice 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 quística MiSeqDx de lllumina, se cali-
ficó el rendimiento del ensayo en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el estudio, se anal zaron
16 muestras de sangre total con genotipos de fibrosis quística únicos. Se analizaron cuatro sustancias interferente~ endó.
genas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) añadiéndolas a las muestras de sangre antes de la extracción
de ADN. En la tabla siguiente se muestran los límites de concentración de cada sustancia. Asimismo, para evalubr la
interferencia resultante de la extracción de sangre (extracción breve), se añadió EDTA a las muestras de sangre, y, para
evaluar la interferencia resultante de la preparación de muestras, se añadió el tampón de lavado final del métodb de
aislamiento de la columna de filtrado de silicio al ADN genómico purificado. 1

El Ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística MiSeqDx arrojó un índice de llamada del 100% con todas
las muestras analizadas, así como una reproducibilidad del 100% en las llamadas de genotipo entre muestras eri

/
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I
Concentración Concentración

1

Sustancia de prueba
Número total de comprobada en comprobada en

Índice de 11am da
dupHcados sangre sangre

(límite superior) (limite inferior)

I Bilirrubina 16 684 f'moV! 137 f'molll 100%
- --

Colesterol 16 13 mmol/l 2,6 rnmolll 100% ,
. ------ --_._~._------
Hemoglobina 16 2 gil 0,4 gil 100%

. _._-
Triglicéridos 16 37mmolll 7,4 mmolll 100%, _._-_._--------
BOTA 16 7,0 mglml 2,8mglml 100%

presencia y ausencia de sustancias interlerentes. No se observaron interlerencias relacionadas con sustancias int.!¡-
ferentes ex6genas o endógenas.
Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de Índice del multiplexado, se llev6 a cabo un estudio de la
contaminaci6n cru7..adacon dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigóticos únicos en cuatro posiciones
genómicas diferentes, y dos cebadores de Índice respectivos. No se observaron cambios en las llamadas de variabtes
con niveles de contaminación inferiores al 40 %. El genotipo de la muestra pasó a ser heterocigótico cuando los tuveles

'''O_~''"''~',"".'~,."~"~%. l
Ensayo de secuenciaci6n cHnica de la fibrosis quística MiSeqDx™
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeq

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VITRO

N.o de catálogo DX-1 02-1 004: 2 experimentos, hasta 96 muestras por kit

N.o de catálogo DX-102-1 003: 20 experimentos, hasta 960 muestras por kit

Uso previsto
El ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de lllumina es un sistema de diagnóstico in vitro cu itativo
que se utiliza para detectar de forma simultánea 139 mutaciones y variantes de interés clínico que provocan 1
enfermedad de la fibrosis quística del gen regulador de la conduclancia transmembrana de la fibrosis quístic (CFTR)
en ADN genómico aislado de muestras de sangre humana total periférica. Entre las variantes se incluyen las I
recomendadas por la institución estadounidense de genética médica (American College oí Medical Genetics) fn 20041

y la institución estadounidense de obstetras y ginecólogos (American College oí Obstetricians and Gynecolo~sts) en
2011.2 La prueba se ha diseñado para el cribado de portadores en adultos en edad reproductiva yen pruebas de
diagnóstico de confirmación de recién nacidos y niños, y como prueba inicial de respaldo en el diagnóstico e
personas con posibles síntomas de fibrosis quística. Los resultados de esta prueba los debe interpretar un esp cialista
en genética molecular clínica o equivalente certificado y se deben utilizar junto con otra información clínica de
laboratorio disponible.
Esta prueba no está indicada para el cribado de recién nacidos, pruebas diagnósticas de fetos, pruebas previas a
implantaciones ni fines diagnósticos independientes.
La prueba está destinada para su uso en el instrumento MiSeqDx de lllumina.

Resumen y explicación del ensayo

Descripción clínica
La fibrosis quística (FQ) es una de las enfermedades genéticas más comunes del mundo occidental y el trasto no
autosómico recesivo más frecuente que supone una amenaza para la vida entre la población blanca no hisp' .ca.3-7
La FQ afecta a la viscosidad de las secreciones mucosas y al epitelio de las vías respiratorias, el páncreas, los1

1

intestinos, el sistema hepatobiliar, el tracto genital masculino y las glándulas sudoríparas, lo que provoca
enfermedades multisistémicas complejas en varios órganos.4-6 Cabe destacar que los pulmones son el princip 1 sistema
anatómico asociado con la morbilidad y mortalidad.8 En muchos casos, el deterioro nutricional presagia la p~ogresión
de la enfermedad pulmonar de la FQ. En consecuencia, un enfoque clave de los esfuerzos intervencionistas a~tuales es
el diagnóstico precoz mediante el cribado de los recién nacidos7, 10 que permite facilitar un acceso a tiempo Il

a los
servicios médicos fundamentales y garantizar el mejor resultado posible para las personas que padecen esta
enfermedad.4,7 Aunque existen diferencias en la supervivencia según el sexo (se registra una mediana corres~ondiente
a la supervivencia superior en los hombres que en las mujeres), el valor de la mediana correspondiente a la I
supervivencia es de 38,3 años en EE. UU.8

1
I

Variantes e incidencia de la CFTR
El gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) identificado en 1989 se enpuentra en
el brazo largo del cromosoma 7 y contiene 27 exones de codificación repartidos en 230 kb.4 Un ARNm de 6,S kbI producido por el alelo normal codifica CFfR, una proteína integral de membrana de 1490 aminoácidos que tuncionay-como un canal de cloruro regulado en las células epiteliales de varios órganos"", En la actualidad, hay más de 1900

n ,.1
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variantes de CFTR descritas, y la mayoría de ellas son mutaciones puntuales.9
La variante más habitual de la CFTR es el alelo F508dels,que representa casi un 70% de todas las variantes d la
CFTR.' No obstante, a menudo, otras variantes habituales de la CFTR suelen conllevar el fenotipo de la FQ y tras
enfermedades relacionadas con la CFTR.3-S
La fibrosis quística tiene una incidencia estimada de uno entre 2000a 4000nacidos vivos y una prevalencia d , apro-
ximadamente, 30 000personas en la población estadounidense.4 Se da en todas las poblaciones étnicas y racial s en fre-
cuencias distintas: una de cada 3000personas de origen caucásico, uno de cada 9200hispanoamericanos, unoJe cada
10 900americanos nativos, uno de cada 15000afroamericanos y uno de cada 31 000asiático-americanos.4, 6 En a
Tabla 1 se proporcionan los cálculos actuales de frecuencia de portadores de la mutación de CFTRpor etni en los
EE. UU. basados en una cohorte de 364890 individuos sometidos a pruebas para determinar portadores sin a te-
cedentes familiares de fibrosis quística.

Grupo étnico Frecuencia de portadores observada

Afroamericano 1 en 84
Americano nativo 1 en 70

Asiático 1en 242

Caucásico 1 en 28
De Oriente Medio 1 en 91

Hispano 1 cn59

Judio 1en32

Judío asquenazí 1 en 29

Sudasiático 1en 118

Otra etnia 1 en 111
Másde un origen étnico 1 en 34
Mitad afroamericano 1 en 56
Mitad caucásico 1 en32
Mitad hispano 1 cn51

No se indica 1 en37

Todos los individuos 1en38

Tabla 1 Frecuencia general dt~portado'res d" mutación d" fibrosis qllística
en distintos grupos étnicos de EE. Uu.lO

Descripción general del proyecto CFTR2
El proyecto CFTR2 es una iniciativa intemacionalliderada por un equipo de investigadores y médicos, y financiada
por el instituto estadounidense de sanidad (National Institute of Health) y la fundación para la fibrosis quíst:lca de EE.
UU. (U.S. Cystic Fibrosis Foundation).l1,12 Este proyecto se ha concebido para proporcionar información clínica y fun-
cional detallada y revisada por expertos acerca de las variantes de CFTR. Para validar clínicamente todas laslvariantes
de la fibrosis quística con frecuencias de alelas de un mínimo del 0,01%, 25 registros de fibrosis quística y médicos de
todo el mundo13 aunaron recursos con el fin de emparejar información clínica de más de 39 000 pacientes coh fibrosis
quística con, aproximadamente, 1900variantes de fibrosis quística que se habían registrado con el paso de lob años en
la base de datos del CFTR1 en el hospital de pediatria Hospital for Sick Children de Toranto (Canadá).I1.13S~ ana-
lizaron las características clínicas, tales como la concentración de cloruro en sudor, la función pulmonar (prJdicción
de FEVl%), yel estado pancreático junto con la información de genotipo de CFTR. El enfoque sistemático d~l análisis
simultáneo de estas variantes desde perspectivas clínicas, funcionales y genéticas definió 134variantes únicJ que cau-
san la fibrosis quística en 129posiciones genómicas únicas (ya que, en el caso de cinco posiciones, aparecen dos cam-
bios de nucleótidos en la misma posición) que ya se encuentran en la base de datos del CFTR2 (desde agost~ de 2013).
Se espera que el uso de un panel que abarque todas estas variantes incluya al 95,4% de los alelos que causah la fibro-
sis quística y permita aumentar la identificación de parejas en riesgo mediante la detección de ambos alelos ~e un
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística

139 variantes que especifica el ensayo de 139variantes de fibrosis quística MiSeqDx se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de variantes del Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística Iv1iSeqDx
(Por orden de coordenadas genómicas¡ negrita =: ACMG-23; cursiva = descritas de forma sccumbria)
M1V 1'3381 Q552X 3121-1G>A

CF1R dele2,3 1154insTC R553X 3272-26A>G

Q39X S341P A559T LlO65P

E60X R347H R560T R1066C

P67L R347P R560K R1066H

R75X R352Q 1811+1.6kb A>G LlO77P

G85E 1213delT 1812-1 G>A W1089X

394delTT 1248+1G>A E585X Y1092X (C>A)

405+1 G>A 1259insA 1898+1G>A Y1092X (C>G)

406-1G>A W401X (c.1202G>A) 1898+3A>G MllOlK

E92X W401X (c.1203G>A) 2143delT El104X

E92K 1341+1G>A R709X R1l58X

Q98X Poli- TGI Poli- T K710X R1l62X

457TAT>G 1461ins4 2183delAA>G 3659delC

DllOH A455E 2184insA S1l96X

R1l7C 1525-1G>A 2184delA W1204X (c.3611G>A)

R117H S466X (C>A) 2307insA W1204X (c.3612G>A)

Y122X S466X (C>G) L732X 3791delC

574delA L467P 2347delG 3849+10kbC>T

621+1G>T 1548delG' R764X G1244E

663delT S489X 2585delT 3876delA

G178R S492F E822X S1251N

711+1G>T Q493X 2622+1G>A 3905insT

711+3A>G 1507del E831X W1282X

711+5 G>A F508del W846X 4005+1G>A

712-1 G>T 1677delTA R851X N1303K

H199Y V520F 2711de1T 4016insT

P205S Q525X' 2789+5G>A Q1313X

L206W 1717-8G>A Q890X 4209TGTT>AA ,
Q220X 1717-1G>A L927P CF1Rdele22,23

852de122 G542X S945L 4382de1A

1078delT S549R (c.1645A>C) 3007delG /506V
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Variantes de CFTR en el panel
Las variantes notificadas por el ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx se seleccionaron específi amente
porque representan todo el conjunto de variantes clínicamente validadas clasificadas como causantes de la FQten 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 recomenda a por la
institución estadounidense de genética médica (ACMG) (Rl17H, clasificada como mutación de consecuencia c1ínica
variable [MVCC] según CFTR2), una variante de modificación descrita de forma secundaria (Poli-TG/Poli-T) ~ tres
variantes benignas descritas de forma secundaria (I506V,I507Vy F508C)l4para un total de 139 variantes descri~as.
Las 134 variantes que causan la FQ corresponden a 129 variantes que causan la FQ de la base de datos del CFUR2.
La base de datos del CFTR2incluye cinco variantes que causan léi FQ que pueden sufrir el mismo cambio en él nivel
proteico a partir de dos cambios de nucleótidos diferentes como, por ejemplo, S466X(C>A) y S466X(C>G). Est~s cinco
variantes se enumeran de acuerdo con el codón de aminoácidos de la base de datos del CFTR2(por ejemplo, ?466X),
mientras que el ensayo especifica cada una de las variantes como, por ejemplo, S466X(C>A) y S466X(C>G). La jista de



Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

G330X
R334W
I336K

S549R (c.1647DG)
S549N
G551D

G970R
3120G>A
3120+1G>A

1507V
F50Be

t Clasificado en la base de datos del CFTR212 como una variante que provoca la FQ mientras que el artículo de Sosnay13 clasific la
variante como indeterminada. La clasificación de la base de datos es más reciente y refleja la prueba funcional completa, que Jo
estaba disponible en el momento de la publicación de Sosnay.

Principios del procedimiento
El ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de lllumina conlleva dos procedimientos principales.
primer procedimiento consiste en preparar manualmente las muestras para la secuendación, lo que se denom'
preparación de bibliotecas. La preparación de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridación, la extensión-
ligadura, la amplificación PCR y la normalización de bibliotecas. El segundo procedimiento consiste en secue ciar la
muestra preparada mediante el uso de la química de SBS (secuenciación por síntesis) en MiSeqDx.

Preparación de bibliotecas
Sonda Regiónde Sonda
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A Hibridación: El primer paso, la hibridación, hibridiza un grupo de oligonucleótidos ascendentes y desce ' dentes
específico del Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx en relación con el AON genómico de la
muestra. Al final de este proL'eso, un procedimiento de lavado de tres pasos con un filtro con capacidad e
selección de tamaño elimina los oligonucleótidos sin ligar del ADN genómico. 1

B Extensión.ligadura: El segundo paso, la extensión-ligadura, conecta los oligonucleótidos ascendentes y
descendentes híbridados. Una ADN polimcrasa se extiende desde los oligonucleótidos ascendentes hast la
región objetivo, a lo que le sigue la ligadura hasta el extremo 5' del oligonuc1cótido descendente con unJ AON
ligasa. El resultado es la formación de productos que contienen oligonucleótidos específicos de la fibros~ quística
flanqueados por las secuencias requeridas para la amplificaoón. I

e Amplificación PCR El tercer paso, la amplifIcación PCR, amplifica los productos de extensión-ligadura fon
cebadores que añaden seruendas de índice para el multiplexado de muestras, así corno los adaptadores comunes
necesarios para la generación de grupos en MiSeqDx Al final de este pro(.'Cso, un pl'ocedirrnento de limJ.¡eza de
PCR puriÍlca los productos de PCR (denornmado biblioteca)
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D Normalización de bibliotecas: Elpaso final, la normalización de bibliotecas, normaliza la cantidad de ca a
biblioteca para garantizar una representación de bibliotecas más equitativa en la biblioteca agrupada def itiva.
Al final de este proceso, la biblioteca agrupada se carga en MiSeqDxpara proceder con la seeuenciación mediante
el uso de la química de SBS.

Secuenciación
La química de SBS se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucleótid único
en la incorporación a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciación., se añade un
desoxinucleótido trifosfato (dNTP) único marcado con fluorescencia a la cadena de ácido nucleico. El nucleó ido
marcado sirve como terminador para la polimerización, de modo que tras cada incorporación de dNTP, el co1lorante
fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuación, la segmentación enzimática para permitir l~
incorporación del nucleótido siguiente. Puesto que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, T C)
están presentes como moléculas únicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporación. Las lamadas
de bases se realizan directamente a partir de las mediciones de intensidad de la señal durante cada ciclo de
secuenciación. El resultado final es la secuenciación base por base.

Análisis de datos
MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el análisis principal y genera información so re cada
muestra según la información especificada en la hoja de muestras, lo que se denomina análisis secundario. El1análisis
secundario incluye el demultiplexado, la generación de archivos FASTQ la alineación, las llamadas de variarltes y la
generación de archivos VCF que contienen información sobre las variantes de CFTR que se encuentran en posiciones
específicas del genoma de referencia. 1
• Demultiplexado: Es el primer paso del análisis secundario si la hoja de muestras contiene varias m estras y

el experimento tiene lecturas de índice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas eh
función de los Índices de secuencia únicos que se añadieron durante el paso de amplificación PCR. I

• Generación de archivos FASTQ: Tras el demultiplexado, MiSeq Reporter genera archivos intermedids en
formato FASTQ que es un formato de texto empleado para representar secuencias. Los archivos FAS'rQ
contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones de calidad, excepto las lecturas de los grulpos que
no hayan superado el filtro. I

• Alineación: La alineación compara secuencias con la referencia para identificar una relación entre la¡s
secuencias y asigna una puntuación en función de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se
escriben en archivos con formato BAM. MiSeq Reporter utiliza un algoritmo de Smith-Waterman de bandas
que realiza las alineaciones de secuencias locales para determinar regiones similares entre dos secudncias.

• Llamadas de variantes: Este paso registra las variantes de nucleótido único (SNV), las inserciones y[
deleciones

J
y otras variantes estructurales en un archivo de prueba normalizado llamado

MiSeqDxCF139VariantAssay.txt. Para obtener más información, consulte la sección Archivo del infoIme del
análisis de la Guía del usuarío de MíSeq Reporter In' de referencia 15038356_ESP).

Limitaciones del procedimiento
1 Para uso diagnóstico in vitro. Los resultados obtenidos con el ensayo de 139 variantes de fibrosis qufstica

MiSeqDx de lllumina se deben uti.lizar e interpretar en el marco de una evaluación clínica completal
2 El ensayo se ha diseñado para la identificación de un subconjunto específico de variantes conocidad en el gen

de la CFTR y no incluye todas las variantes identificadas en él. Por lo tanto, la no identificación de ¿na
variante no garantiza que no existan otras variantes de la CFTR en las muestras que se estén analiz~ndo.

3 Las variantes identificadas con este ensayo varían en frecuencia en función de las distintas poblaci !nes.
4 Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridación, los polimorfismos o las variante

subyacentes en regiones de ligadura de oligonucleótidos pueden afectar a los alelas que se estén
comprobando y, en consecuencia, a las llamadas realizadas.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

5 El ensayo no puede determinar si la orientación de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de la variante 117H
es del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante Rl17H, se deben realizar pruebas
adicionales para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clínico (por
ejemplo, 12-13[TG] o 5T), se encuentra en orientación cis-trans respecto de la variante R117H.

6 Poli-TG/Poli-T son regiones homopoliméricas conocidas por ser difíciles de interpretar con ensayos b sados
en secuencias debido al deslizamiento de la polimerasa. Se obtuvo un índice de llamadas incorrectasldel
0,9 % (4/448) con los resultados de Poli-TG/Poli-T, lo que arrojó una discrepancia de Í 1 TG en comparación
con la secuenciacíón bidireccional de Sanger (Tabla 17).

Componentes del producto
La plataforma MiSeqDx de Illumina consta de lo siguiente:
• Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx (n.' de catálogo DX-102-1004 o DX-102-1003)
• Instrumento MiSeqDx (n.o de catálogo DX-410-1001)

Reactivos

Reactivos suministrados
Illumina proporciona los reactivos para el ensayo de 139variantes de fibrosis quística MiSeqDx de Illumina. 1n.ll de
catálogo DX-102-1003se ha configurado para 20 experimentos con un máximo de 48 muestras por experimentb (hasta
un total de 960 muestras). El n.ll de catálogo DX-I02-1004 se ha configurado para dos experimentos con un m' imo de
48 muestras por experimento (hasta un total de 96 muestras).

Ensayo de 139 variantes de fibrbsis quística MiSeqDx, caja 1

Tabla 3 Reactivos de prcamplificación de 1<1 caja lA
Cantidad Volumen

Compon.ente de Prin.cipios activos Almacenamiento
DX-I02.1003 DX-I02-1004 llenado

Grupo de lO tubos 1 tubo 600 ~l Solución acuosa tamponada que Entre -25 oC -15 oC

oligonucleótidos de contiene oligonucleótidos
139variantes de I específicos para el gen de CFTR

fibrosis quís~~"_
SOlución acuosa tarnponada que Entre .25 oCk,-15 oCTampón de 10 tubos I tubo 4,32mi

hibridación contiene sales y formamida
Mezcla de extensión- 10 tubos I tubo 4,8mi Solución amasa tamponada que Entre -25 oC1.:15 oC

ligadura contiene una mezcla patentada
de ADN polimerasas, ADN ligasa I
y dNTP

Cebadores de índice 10 tubos por 1 tubo por 192~l Ccbadores de PCR con Entre -25 oC y -15 oC
A (ASOI)- H (AS08) cebador cebador semencias de Índice y

adaptadores de secuenciación
Cebadores de Índice 1 10 tubos por 1 tubo por 128 ~l Cebadores de PCR con Entre -25 oCy -15 oC

(A70l) -12 (A712) cebador cebador secuencias de índice y
adaptadores de secu.cnciación

Polimerasa de PCR 10tubos 1 tubo 56 ~l AON polimerasa patentada Entre -25 oCy -15 oC

Mezcla maestra de 10 tubos 1 tubo 2,8mI Solución acuosa tamponada que Entre -25 oC y -15 oC

PCR contiene sales y dNTP
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Entre 2 oC y oC

Entre 2 oC y oC

Entre' 2 oC y oC

Entre 2 oC y 8 oC

P

Solución acuosa tamponada que
contiene bolas paramagnéticas
de fase sólida y polietilenglicol
Solución acuosa tamponada que
contiene sales, 2.mercaptoetanol
y formamida
Solución acuosa tamponada que
contiene bolas paramagnéticas
de fase sólida
Sustrato de cristal con
oligonucleótidos ligados de
manera covalente

4,8 mI

llenado
5ml

1,2 mI

1 celda de
flujo

20 tubos 2 tubos

10 tubos 1 tubo

20 2
contenedores contenedores

DX.I02-1003 DX.l02-1004

10 tubos 1 tubo

P

Celda de flujo de
MiSeqDx del ensayo
de 139 variantes de
FQ

Lavado de
normalización de
bibliotecas .
Bolas de biblioteca

Bolas de limpieza de
PCR

k-,-M':<I17 FOLIO' <-il.4
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Tabla :1 Reactivos de posamplificación de la caja 1B
Cantidad Volumen

Componente de Principios activos Almacenamie ,to
DX.l02-l003 DX.l02.l004 llenado

Diluyente de 10 tubos 1 tubo 4,6 mI Solución 3Luosa tamponada que Entre .25 oC y -15 oC
normalización de contiene sales, 2-mercaptoetanol
bibliotecas y formamida
Tampón de dilución 10 tubos 1 tubo 4,5 mI Solución acuosa tamponada Entre -25 oC y .15 oC
de biblioteca
Control interno PhiX ltaba 1 tubo 10 fll Solución acuosa tamponada que Entre -25 oC y ~15oC

contiene ADN genómico PhiX

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx, caja 2

Tabla 5 Reactivos dC' posamplific<loón de la caja 2

Componente
Cantidad

Contenido
DX.I02-l003 DX.l02-l004

Almacenami nto

Cartucho de reactivo 20 cartuchos 2 cartuchos Cartucho de un solo uso que contiene Entre -25 oC -15 oC

de MiSeqDx del reactivos para la generación y secuenciación
ensayo de 139 de grupos para su uso con MiSeq Dx, incluidos
variantes de FQ formamida, 2-mercaptoetanol y DMSO <2 %

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx, caja 3

'I'nbJa 6 Rl..'activos de preamplificación de la caja 3A
Cantidad Volumen

Componente de Principios activos Almacenami nto
DX.l02-1003 DX.I02.l004 llenado

Tampón de lavado 10 botellas 1 botella 24ml Solución acuosa tam ponada que Entre 2 oC y 8 oC

restrictivo contiene sales, 2-mercaptoetanol
y formamida

Tampón de lavado 10 tubos 1 tubo 4,8 mi Solución acuosa tamponada que Entre 2 oC y .oC

universal contiene sales

Tabla '7 Reactivos de posamplificación de la caja 3B
Cantidad Volumen

COlU onente de Prillci ios activos Almacenami uto

,
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AlmacenamIento

Entre 15 oC y O oC
Entre 15oC y BOoC

PnnopIOS activos

Solución acuosa tamponada
Solución acuosa tamponada

d.
llenado
4,8 mI
3,5 mI

1 tubo
1 tubo

DX.102.1003 DX-102-1004
10 tubos
lO tubos

Componente

Tampón de elución
Tampón de
almacenamiento de
biblioteca

-"'~'
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Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx, caja 4

Tabla 3 Reactivos de posamplificación de la caja 4
Cantidad Volumen

Componente d. Principios activos Almacenamie to
DX.102.1003 DX.102.1004 llenado

Solución SBSde 20 bot.llas 2 botellas 353,1mI Solución acuosa tamponada Entre 2 oC y 8 C
MiSeqDx (PR2)d.l
ensayo de 139
variantes de FQ

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx, caja 5

T"bla 9 Ik'activos de prcamplificación de ,la caja 5

Cantidad Volumen
Componente d. Principios activos Almacenami nto

DX.102.1003 DX-102.1004 llenado
Placa del filtro 20 placas 2 placas N/A Placa de micro titulación de Entre 15 oC y O°C

polipropileno con una membrana
de polietersulfona modificada

'labIa 10 'Reactivos de posamplificación de la caja 5
Cantidad Volumen

Reactivos necesarios no suministrados

Reactivos de preamplificación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa ni ADNasa

Reactivos de posamplificación
• NaOH 10 N (preparación a partir de comprimidos o uso de una solución estándar)
• Etanol, 200 proof, para biología molecular
• Tampón TE
• Agua sin ARNasa ni ADNasa
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Almacenamiento y manipulación
] La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 oC y 30 oc.
2 Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a u a

temperatura de entre .25 oC y .15 oC hasta la fecha de caducidad especificada.
grupo de ol1gonucleólidos de 139 variantes de fibrosis quíslica

- tampón de hibridación
~ mezcla de extensión-ligadura

f ~ .- cebadores de in dice A (A501) . H (A508)
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quístlca iSeqDx™

cebadores de Índice 1 (A701) -12 (A712)
polimerasa de PCR
mezcla maestra de PCR
diluyente de normalización de bibliotecas
tampón de dilución 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 máximo de s is ciclos
de congelación/descongelación antes de la fecha de caducidad especificada.
No vuelva a congelar el cartucho de reactivo una vez descongelado. Se puede almacenar hasta seis h ras a
una temperatura de entre 2 oC y 8 oc.
Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a u a
temperatura de entre 2 oC y 8 oC hasta la fecha de caducidad especificada.

tampón de lavado restrictivo
tampón de lavado universal
bolas de limpieza de PCR
bolas de biblioteca
lavado de normalización de bibliotecas
solución SBS de MiSeqDx (PR2) del ensayo de 139 variantes de FQ
celda de flujo de MiSeqDx del ensayo de 139 variantes de FQ

Los siguientes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se al acenan
a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.

tampón de elución
- placa del filtro
- tampón de almacenamiento de biblioteca
Los cambios en el aspecto físico de los reactivos proporcionados pueden señalar el deterioro de los
materiales. Si se producen cambios en el aspecto físico (tales como cambios evidentes en el color del activo
o un aspecto turbio con contaminación microbiana), no utilice los reactivos. J
Los reactivos de tampón de hibridación, tampón de lavado restrictivo y diluyente de normalización e
bibliotecas pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a
continuación, inspeccione visualmente para garantizar que no haya precipitados.
Siga estas prácticas recomendadas para la manipulación de las bolas de limpieza de PCR y las bolas de
biblioteca:

No se deben congelar las bolas en ningún caso.
- Deje que las bolas alcancen la temperatura ambIente. J
- Justo antes de su uso, agite las bolas hasta que queden bIen suspendIdas y se muestre un color

homogéneo.
Mezcle bien la muestra después de añadIr las bolas pipeteando arriba y abajo diez veces. Se pu e
utilizar un mezclador para mezclar las muestras de forma homogénea. 1
Incube la mezcla de bolas/muestra a temperatura ambIente durante el tiempo indIcado.
Para utihzar el soporte magnético, siga las Instrucciones. Antes de aspirar, espere a que la SOlUCIn se
aclare. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante y ~vite
alterar las bolas apartadas. I

La placa de amplificación PCR puede pem1anecer en el ciclador térmico durante toda la noche. Tam~ién se
puede almacenar a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC hasta dos días. Antes de almacenar la placa a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC, selle el pocillo de la placa.
No congele las bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo de diluyente de normalización de bibl'otecas
si no se van a utilizar de manera inmediata.

1~'/N.'Piezac¿.p"~ SP19
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Ensayo de 139 varíantes de la fibrosls quística MiSeqDx™

10 La placa de normalIzaCIón de bIbliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entre -21°C
y -15 oChasta tres días.

11 La bibhoteca de ampiicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 oCy -15 ° hasta
tres días.

12 Cargue inmediatamente el grupo de amp1icón diluido recién preparado en el cartucho de reactivo. El
almacenamIento del grupo de amphcón diluido puede reducir considerablemente la densidad de gru os.

Materiales y equipo

Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

1 Instrumento MiSeqDx, n.' de catálogo DX-410-1001
2 Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.' de catálogo FC-l30-100s
3 Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n.' de catálogo FC-130-1007
4 Tapones de recambio para el adaptador de indices, n.' de catálogo DX-s02-1003

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Equipo y materiales de preamplificación
1 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. El bloque de calor debe umpiir

con las especificaciones de rendimiento siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se puedai

utiiizar. l
~ Rango de temperatura: Ambiente de S oCa 99 oC
_ Regulación de temperatura: I 0,1 oC a 37 oC;I 0,4 oC a 60 oC

2 Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (homo de hibridación). La incubadora debe cum lir con
las especificaciones de rendimiento siguientes: 1
- Rango de temperatura: Entre 10 oCy 100 oC
- Regulación de temperatura: I 0,2 oC

3 Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 o . (Se
precisa una centrifugadora independiente en el área de posamplificación). Se admite cualquier centrifugadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g). I

4 Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precisión. (Se precisa un conjunto indepenHiente
en el área de posamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la adminisJación
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran Icon
frecuencia y ofrecen precisión del S % del volumen indicado.

S Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes. I
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 mi de polipropileno o equivalente
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 mi (placas MIO!)
Recipiente de solución de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sello de película de aluminio adhesiva
Sello para placas de PCR adecuado
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Materiales y equipo de la posamplificación
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 oCy 99 oC
Precisión de control: " 0,25 oCde 35 oCa 99 oC

.. "; ..

/
1O I N.O pieza 15038347 Rev. A ESP

~

. Alei~dro Diez
po odo r-

BoSystems .A.



Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quístíca
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Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el área de posamplificación del
laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
- Velocidad de mezcla máx.: 3000 rpm
- Rango de velocidad de mezcla: De 200 a 3000 rpm
Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 ° l , (Se
precisa una centrifugadora independiente en el área de preamplificación), Se admite cualquier centrif gadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del 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 oC a 99 oC
_ Regulación de temperatura: '" 0,1 oC a 37 oC; ot 0,4 oC a 60 oC
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. I
Pipetas de precisión: Se precisa un conjunto de pipetas de precisión. (Se precisa un conjunto indepenlliente
en el área de preamplificación). Se precisa el uso de pipetas de precisión para garantizar la adminis lación
precisa de reactivo y muestra, Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precisión deIS % del volumen indicado.
Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.

Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 mi de polipropi1eno o equivalente
NOTA: Asegúrese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 mi (placas MIDI)
Tubos cónicos de 15 mi
Tubos de microcentrífuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
Gradillas de ocho tubos de PCR
Recipiente de solución de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sello de película de aluminio adhesiva
Sello adhesivo para placas
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Recopilación, transporte y almacenamiento de muestras
~ ••• NOTA
..,,.,.. Manipule todas las muestras como si fueran agentes potenciahnente infecciosos.

1
2

3

4

5

Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K2,

Las muestras de sangre total se pueden almacenar durante un máximo de siete días a temperatura ambiente,
un máximo de 30 días a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC o un máximo de 30 días congeladas 1una
temperatura de entre -25 oC y -15 oc.
Es posible transportar sangre total durante un máximo de siete días a temperatura ambiente, 30 día a una
temperatura de entre 2 oC y 8 oC o 30 días congelada a una temperatura de entre -25 oC y -15 oc.
El transporte de sangre total debe cumplir con la regulación nacionaL federal, estatal y local en mat1ria de
transporte de agentes etiológicos.
No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo al someter el ADN genómico a seis ciclos
de congelación y descongelación. I
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.

ji)
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Advertencias y precauciones
, /Ir PRECAUCiÓNl' Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo

prescripción de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislación del estado en el que
cjercen su profesión para utilizar ti ordenar la utilización de este dispositivo.

Ora. SILVIN ZANELA
DIRECTOR TECNICA

MN 14.421
BIOSYST MS S.A.

Algunos componentes de este ensayo contienen formamida, una amida alifática que es una toxina
reproductiva probable. (Consulte Reaclívos en lu página 6 para obtener más información). Evite su in alación
o ingestión, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrían producirse lesiones. Deseche los contene~ores y
los contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener
más información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Illumina. I
Algunos componentes de este ensayo contienen 2-mercaptoetanot un agente reductor. (Consulte Reaco/vos en
la página 6 para obtener más información). Evite su inhalación o ingestión, o el contacto con la piel o los
ojos, pues podrían producirse lesiones. Utilícelo en un área bien ventilada y deseche los contenedore~ y los
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para ObtejAermás
información, póngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de TIlumina.
Manipuie todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.
El incumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erróneos o una reduce ón
considerable de la calidad de las muestras.
Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba i fume
en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la maniphlación
de muestras y reactivos del ensayo. Lávese bien las manos tras la manipulación de muestras y reacti\ros del
ensayo. I
No utilice los componentes del ensayo una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la eticNeta de la
caja del ensayo. No intercambie los componentes del ensayo de lotes de ensayo distintos. Tenga en dlenta
que los lotes de ensayo se identifican con la etiqueta de la caja del ensayo. I
Almacene los componentes del ensayo a la temperatura especificada en las áreas de preamplificació~ y
posamplificación designadas. j
Los ciclos .d.e congelación y descongelación repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no afectarán
a la integridad del ensayo.
Para evitar la degradación de las muestras o los reactivos, asegúrese de que todos los vapores de hi ocloruro
sódico se hayan disipado completamente antes de iniciar el protocolo. 1

10 Se precisa seguir prácticas de laboratorio adecuadas y procedimientos óptimos en materia de higien en
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminación de reactivos, instrumento y
muestras de ADN genómico. La contaminación mediante PCR puede arrojar resultados poco precis9s y
fiables. I

11 Para evitar la contaminación, asegúrese de que las áreas de preamplificación y posamplificación dispongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifu~adoras).

12 Evite la contaminación cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre mue~tras y dispensación de ~eactivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. Bl uso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminación de restos de amplicones y de l
contaminación cruzada entre muestras.

13 El emparejamiento de muestras de Índice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposición de placas provocará la pérdida de identific ción de
muestras positivas y la generación de informes con resultados incorrectos. 1

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

15 Asegúrese siempre de eliminar el etanol del fondo de los pocillos durante el procedimiento de lava o. Los
restos de etanol pueden afectar a los resultados.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosís quística M SeqDx™

16 Cumpla el tiempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garanti ar una
evaporación completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones posteriores

17 No mezcle el grupo de oligonucleótidos de 139 variantes de fibrosis quística y el tampón de hibridacióh para
el almacenamiento. Al combinarse, el grupo de oligonucleétidos de 139 variantes de fibrosis quística s~
vuelve inestable incluso si se almacena congelado. f

18 No se recomienda el uso de cicladores térmicos con refrigeración activa (por ejemplo, efecto Peltier,
refrigeración termoeléctrica) para el paso de hibridación. El paso de refrigeración pasiva es fundament 1para
una hibridación óptima.

19 Añada siempre polimerasa de PCR a la mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca almacene la
solución de trabajo combinada. I

20 Durante el paso de normalización de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el pellJt de las
bolas de la biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea en la telda
de flujo de MiSeqDx.

21 Cumpla los tiempos de incubación especificados en el paso de normalización de bibliotecas. Una incu' ación
inadecuada puede afectar a la representación de bibliotecas y la densidad de grupos. I

22 Debido al número de transferencias de placas y al potencial de contaminación consiguiente, se debe ptestar
especial atención para garantizar que el contenido de los pocíllos permanezca completamente en el pdcillo.
Evite las salpicaduras de contenido. . I

23 L.a recomendación de entrada de ADN de 250 ng permite la variación en la cantidad de ADN. Este nirel de
entrada determina el rendimiento del ensayo.

24 Las variantes de muestras con la designación No Call (Ausencia de llamada) en el informe de pruebas
indican que los datos correspondientes a dichas posiciones de las variantes no satisficieron los umbdles de
secuenciación definidos. Las variantes con la designación No Call (Ausencia de llamada) no se debenl
notificar, a menos que, al repetir las pruebas, se arrojen valores que satisfagan los umbrales definidos ~ ya no
cuenten con la designación No Call (Ausencia de llamada).

llIumina precisa la inclusión 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 procesadas
paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas características bien definidas qon una
o más variantes de CFTR conocidas. lllumina recomienda el uso de un control salvaje. El control salvaje se
debe procesar como muestra y no debe sustituir al control positivo o negativo. I
Antes de iniciar el ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx, extraiga y cuantifique el ADr.
Se puede utilizar cualquier método de extracción de ADN validado.
Cuantifique el ADN con un espectrómetro. Verifique que A260jA280 de la muestra de ADN sea super or a
1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 nglfll. Cada muestra requiere 5 fll de ADN genómico
(total de 250 ng).

2
3
4

Notas del procedimiento
1

Producción de muestras y representación de índices
Para el ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqOx de Illumina, la producción de muestras por experimento
MiSeqOx es de entre 8 y 48 muestras. Los cebadores de índice utilizados durante la amplificación PCR se deb~nelegir
en función del rendimiento final de muestras que se desee con el fin de garantizar la diversidad de la secuencia de
Índice.

NOTA
Para una eficacia de producción máxima, proceda con la preparación de bibliotecas de hasta 96
muestras y, a continuación, divida las muestras en dos experimentos de secucnciación con un máximo
de 48 muestras cada uno.

,

)

MiSeqDx utiliza un LEO verde para secuenciar bases G{f y un LEO rojo para secuenciar bases A/C. En cada ido, se
debe leer como mínimo uno de los dos nucleótidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuaHo.

h
"E ero de 2014

Li('A",¿~L Di~

~i~ste~.



Ensayo de 139 variantes de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

Resulta .importantemantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de índice que es objeto de
secuenciaci6nl ya que, de lo contrario, se podría producir un error de registro durante la secuenciaci6n de la lectura
del índice. I
Consulte la Tabla 11 para elegir las combinaciones de cebadores de índice para experimentos de 48 o 96 muestras.

p p p
acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de colores en los canales verde y rojo. Consulte la Tablb 13 y
la Tabla 14. Como mínimo, los experimentos que emplean entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinacion~s de
cebadores de índice que se muestran en la Tabla 1.2. 1
Para procesar con precisión experimentos más pequeños, se debe disponer de un mínimo de ocho muestras. Si no se
dispone de seis muestras únicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede completar el experim nto
con duplicados de muestras o con cualquier muestra de ADN genómico humano. Consulte la Tabla 12 para o~tener
información sobre el conjunto mínimo de índices con equilibrio de color que utilizar para los experimentos de
secuenciación de ocho muestras.

labIa 11 Combinaciones de ccbadore:-' de índicepara~xperimcntos de seatcnaadón de 48 o 96 mUC$trns
Filas de la A a la H Columnas de la 1 a la 6 Columnas de la 7 a la 12
Cebador de índice A (AS01) Cebador de índice 1 (A701) Cebador de Índice 6 (A706)
Cebador de índice B (AS02) Cebador de índíce 2 (A702) Cebador de Índice 7 (A707)
Cebador de índice C (AS03) Cebador de índíce 3 (A703) Cebador de Índice B (A70B)
Cebador de índice D (AS04) Cebador de índice 4 (A704) Cebador de Índice 9 (A709)
Cebador de índice E (ASOS) Cebador de índíce S (A70S) Cebador de índice 11 (A711)
Cebador de índice F (AS06) Cebador de índice 10 (A710) Cebador de Índice 12 (A712)
Cebador de índice G (AS07) -- -.
Cebador de índice H (ASOB) -- --

Si la secuenciación es inferior a 48 muestras en un ex erimento de secuenciación. seleccione los índices a ro i dos de

e 2014
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Tabla12 Combinaciones de cebadores de índil."'Cparaexperime.ntosde.sccuc.naal.;ónde ocho ml'lcsl"rns
Cebador de índice 1 Cebador de índice 2 Cebador de índice 10
(A701) (A702) (A710) I

Cebí1dor de índice C Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 í
(AS03)
Cebí1dor de índice D Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
(A504)
Cebador de índice E Muestra 7 Muestra 8 --
(A505)

Secuencias del cebador de índice

Tabla 13 Secucncias para cebadorcs de índice A (A501). H (ASOS)

Cebador de índice Secuencia

Cebador de índice A (AS01) TGAACCTI I
I Cebador de índice B (AS02) TGCTAAGT

Cebador de índíce C (AS03) TGTICTCT ,

[ Cebador de tn.'diée D (AS04)
.

TAAGACAC

Cebador de índíce E (ASOS) CTAATCGA

r

~
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Ensayo de 139 variantes de la flbrosis qurstica M SeqDxTM

Cebador de índice Secuencia

r Cebador de úidice F (AS06) -
CTAGAACA .

Cebador de índice G (ASO?) TAAGTTCC

r Cebador de ú,'diceH (ASOS) TAGACCTA :
Tablal4 Secuencias para cebadores de índi<'e1 (A70l) -n(A712)

Cebador de índice Secuencia

Cebador de índice 1 (A701) ATCACGAC

r Cebador de índice 2 (A702) ACAGTGGT 1

Cebador de índice 3 (A703) CAGATCCA
,

r Cebador de índice 4 (A704) .
ACAAACGG

Cebador de índice S (A70S) ACCCAGCA

I Cebador de índice 6 (A706) AACCCCTC ]
~ - - -
Cebador de índice 7 (A707) CCCAACCT

I Cebador de ÍndiceS (A708) CACCACAC

Cebador de índice 9 (A709) GAAACCCA

1 Cebador de índice lO (A710) TGTGACCA i

Cebador de indice 11 (A7lI) AGGGTCAA

r Cebador de ú,dicen(A712) AGGAGTGG !

rucciones de usoInst
Preparación de la hoja de muestras de MiSeqDx I

En .Ia pantalla Welcome (Bienvenida) del Gestor de la lista de trabajos de IlIumina (IWM), seleccione Create
Worklist (Crear lista de trabajo). I

2 En el campo Test Type (fipo de prueba), seleccione ensayo de 139 variantes de FQ. 1

3 En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la hoja de mpestras.
Si se usa el ID alfanumérico del código de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la h?ja de
muestras, el Software operativo de MiSeq (MOS) encontrará la hoja de muestras automáticamente. I
Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botón Browse (Examinar) del Software
operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.

4 [Opcion"il Escriba una descripción para identificar el experimento.
S Asegúrese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
6 Seleccione Next (Siguiente).

Introducción de información de la muestra
1 En la ficha Table (fabla) o Plate (placa), introduzca la siguiente información de cada pocillo de mue tra:

~ • "'m,"m ,o '" mo"~' "'""o,. O" ID " mo.m"";~ .
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

b Index 1 (Índice 1) e Index 2 (Índice 2): Especifique el adaptador de índlces que se utilízará para e da
lectura del Índice.

2 fOpdoniJ.l J Para registrar información más detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y una
descripción de la muestra.

3 [Opcional] Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (posítivo) e el
menú desplegable Control (Control).

4 Vaya a la ficha Plate Graphic (Gráfico de placa) y utilíce la opción Copy to Clipboard (Copiar al
porta papeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.

5 Seleccione Finish (Finalizar). ,
Hibridación de grupo de oligonucleótidos l

Preparación
1 Deje que el grupo de oligonucleótidos de 139 variantes de fibrosis quística, el tampón de híbridación, 1 s

muestras de ADN genómico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura ambiente. I
2 Agite el grupo de oligonucleótidos de 139 variantes de fibrosis quística y el tampón de hibridación COl} fuerza

para asegurarse de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y, a continuación, centdfugue
brevemente los tubos para recoger el líquido.

3 Caliente un bloque de calor de 96 pocillos a 95 oc.
4 Precaliente una incubadora a 37 oc.
5 Cree la placa de muestras de acuerdo con el gráfico de placa impreso con el1WM.

Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa HYB).
Añada 5 fAlde muestra o control a 50 nglfAl(250 ng total) en los pocillos correspondientes de la placa HYB.
Siga la disposición de placas generada para una selección correcta de los pocillos.
Añada 5 fAlde grupo de oligonucleótidos de 139 variantes de fibrosis quística en todos los pocillos que
contienen ADN genómico.
Añada 40 fAlde tampón de hibrídación en cada muestra de la placa HYB. Pipetee con cuídado arriba y abajo
entre tres y cinco veces para mezclar.
Selle la placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.
Coloque la placa HYB en el bloque precaJentado a 95 oCe incúbela durante un mínuto.
Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 oCy sígalo incubando hasta que alcance los 40 oC
(aproximadamente, unos 80 minutos). 1

Para una hibridación adecuada es fundamental una refrigeración gradual; por lo tanto, no se recomiehdan
los cicladores térmicos para PCR con refrigeración activa (por ejemplo, efecto Peltier o refrigeración I
termoeléctrica) para este proceso.

PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
Cuando el bloque de calor alcanza 40 oC, la placa HYB permanece estable a 40 oC durante dos horas.

4

3

5
6
7

Procedimiento
1
2

Dra. SILVINAZ NELA
DIRECTORA TE NICA
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Eliminación de oligonucleótidos sin ligar

Preparación
1 Deje que la mezcla de extensión-ligadura, el tampón de lavado restrictivo y el tampón de lavado uni ersal

alcancen la temperatura ambiente y, a continuación, 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 MIO!.
:1 Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuación:_' A,",[ " " '" om,.m " ,,"'0~",".o~m" ",,"'o
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística M¡SeqDx™

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

Procedimiento
1 Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 oCdurante un minuto.
2 Transfiera el volumen íntegro (aproxímadamente 55 ¡.11)de cada muestra a los pocillos correspondient s de la

placa del filtro.
3 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oCdurante cinco minutos.
4 Lave la placa del filtro como se indica a continuación:

a Añada 45 ¡..tI de tampón 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 oCdurante cinco minutos.

5 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior."l. NOTA"',,- Si el tampón de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 oC hasta que
haya pasado todo el líquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

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

7 Añada 45 ¡.tIde tampón de lavado universal en cada pocillo de muestra.
S Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oCdurante diez minutos.

'.JIar NOTA
...•~ Asegúrese de que se haya drenado todo el líquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en caso

necesario.

Extensión-ligadura de oligonucleótidos ligados

Procedimiento
1 Añada 45 ¡.tIde mezcla de extensión-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filtro.
2 Selle la placa del filtro con pelicula de aluminio adhesiva y, a continuación, cúbrala con la tapa.
3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 oCdurante 45 mínutos.

Amplificación PCR

Preparación
1
2

4
5

6

Prepare NaOH 0,05 N nuevo.
Determine los cebadores de Índice que se deben utilizar de acuerdo con la impresión del gráfico de la laca
del Gestor de la lista de trabajos de lllumina. I
Deje que la mezcla maestra de PCR y los cebadores de Índice adecuados alcancen la temperatura ambIente.
Agite cada tubo congelado para mezclarlo y, a continuación, centrifugue brevemente los tubos.
Dísponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa AMP).
Añada cebadores de Índice a la placa AMP como se indica a continuación:
a Añada 4 ¡.tIde cebadores de índIce seleccionados [A (A501) - H (A50S)] al pOClllocorrespondlenteJen una

columna de la placa AMP.
b Deseche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.
cAñada 4 ¡.tIde cebadores de índice seleccionados [1 (A701) - 12 (A712)] a la fila correspondIente e la

placa AMP. Se deben cambiar las puntas después de cada fila para evitar la contaminaci6n cruzadatentre
ílldices.

d Deseche los tapones naranjas onginales y coloque tapones naranJas nuevos.
Prepare la solución de trabajO de PCR de mezcla maestra de PCR/po]¡merasa de PCR tal y como se in lca a
continuación: I
a Para 96 muestras, añada 56 ¡.tIde polimerasa de PCR a 2,8 mI de mezcla maestra de PCR. I
b Invierta la solución de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclarla.

¡
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

La solución de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Procedimiento

6

4
5

1
2
3

Retire la FPU de la incubadora y, a continuación, retire el sello de película de aluminio.
Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 oC durante dos minutos.
Añada 25 pI de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filtro. Pipetee NaOH arriba y bajo
cinco o seis veces.
Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 pI de la solución de trabajo de PCR a cada pocillo d la
placa AMP que contiene cebadores de índice.
Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuación:
a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.
b Transfiera 20 pI desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.
e Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la solución de

trabajo de PCR. I
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 contaminaci6n cruzada entre índicJs y
muestras.

7 Selle la placa AMP y asegúrela con un rodillo de goma.
8 Centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
9 Transfiera la placa AMP al área de posamplificación.
10 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:

95 oC durante 3 minutos
25 ciclos de:

95 oC durante 30 segundos
- 62 oC durante 30 segundos
- 72 oC durante 60 segundos
72 oC durante 5 minutos
Mantenga la temperatura a 10 oc.

PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
Si no se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede permanecer en el
cielador térmico toda la noche o se puede almacenar a una temperatura de 2 oC a 8 OC hasta 48 horas.

Limpieza de PCR

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

~~viti
Dra. S~VINA ~ELA
DIRECTORA ECNICA

MN 14.421
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4
5
6
7

Procedimiento
1 Centrifugue la placa AMP a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
2 Disponga una nueva placa MIDI (en adelante, placa CLP).
3 Invierta las bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuación, invierta 10 veces más.

Inspeccione visualmente la solución para garantizar que las bolas están resuspendidas.
Añada 45 pi 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 agítela en un agítador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.
Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.

t
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8 Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos minutos o hasta que el sobrenad nte 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 continuación:

a Añada 200 fll de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.
b Incube la placa en el soporte magnético durante un mínimo de 30 segundos o hasta que el sobrena ante

se distinga con claridad.
c Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadan te.

11 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.
12 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuración de pipeteo a 20 fll para extraer el exceso de etanol.
13 Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos.
14 Añada 30 fJ-Ide tampón de elución en cada muestra y, a continuación, agite brevemente.
15 Selle la placa CLP y agítela en un agítador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras agíta ,

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 mínimo de dos minutos o hasta que el

sobrenadante se distinga con claridad.
18 Disponga una nueva placa M1D1(en adelante, placa LNP).
19 Transfiera 20 fll del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP.
20 [Opcional] Transfiera los 10 fll de sobrenadante restante de la placa CLP a una nueva placa yasigne ,a

etiqueta a la placa que incluya un nombre de experimento y la fecha. Almacene la placa a una tempera[tUra
de entre -25 oCy -15 oChasta la finalización del experimento de secuenciación yel análisis de los datos. Los
productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solución de problemas en caso de que se I
produzcan fallos en las muestras.

PUNTO DE DETENCI6N DE SEGURIDAD
Si se detiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
La placa permanece estable hasta tres horas a entre 2 oC y 8 oc.

Normalización de bibliotecas

Preparación
1 Prepare NaOH 0,1 N nuevo.
2 Deje que el diluyente de normalización de bibliotecas, las bolas de biblioteca y el lavado de normalización de

bibliotecas alcancen la temperatura ambiente. 1
3 Agíte el diluyente de normalización de bibliotecas con vigor y asegúrese de que todos los precipitados e

hayan disuelto por completo.
4 Agite las bolas de biblioteca con vigor durante un minuto invirtiéndolas de mahera intermitente hasta l\lue

las bolas se resuspendan y no quede pellet en el fondo del tubo cuando este se Invierte. j
Procedimiento
1 Mezcle el diluyente de normalización de bibliotecas y la bolas de biblIoteca en un tubo cónico nuevo d 15

mI como se indica a continuación:
NOTA
Si se van a procesar menos de 24 muestras, utilice un tubo nuevo de 1,5 ml.

a Para 96 muestras, añada 4,4 mi de diluyente de normalización de bibliotecas.
b Pipetee las bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.

I
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

NOTA
Resulta muy importante resuspcndcr completamente el pellct de las bolas de la biblioteca del fondo
del tubo. Si utiliza lma P1000, se asegurará de que las bolas queden resuspendidas de manera
homogénea y ~c 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.

2

7
8

3
4

5
6

c Para 96 muestras, pipetee 800 fll de bolas de biblioteca en el tubo que contiene diluyente de
normalización de bibliotecas.

d Dé la vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido.
Añada 45 fll de la solución de trabajo diluyente de normalización de bibliotecaslbolas de biblioteca
combinada en cada pocillo de la placa LNP que contiene bibliotecas.
Selle la placa LNP y agítela en un agítador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.
Coloque la placa en un soporte magnético durante un mínimo de dos ,minutos o hasta que el sobrenad nte se
distinga con claridad. l
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 normalización de bibliotec s
como se indica a continuación:
a Añada 45 fll de lavado de normalización de bibliotecas en cada pocillo de muestra.
b Selle la placa LNP y agítela en un agítador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
c Coloque la placa en el soporte magnético durante un mínimo 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 normalización de bibliotecas tal y como se describe en el paso a I terior.
Utilice una pipeta multicanal P20 con configuración de pipeteo a 20 fll para extraer el exceso de lavado de
normalización de bibliotecas. l

9 Retire la placa LNP del soporte magnético y añada 30 fll de NaOH 0,1 N en cada pocillo.
10 Selle la placa LNP y agítela en un agítador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
11 Durante los cinco minutos de elución, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, laca

SGP). I
12 Añada 30 fll de tampón de almacenamiento de biblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la piada SGP.
13 Tras la elución de cinco minutos, asegúrese de que todas las 1nuestras de la placa LNP estén resuspen~idas

por completo. Si las muestras no están completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestr*s
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuaci9n,
agite cinco minutos más. I

14 Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un mínimo de dos minutos. J
15 Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco leces

para mezclar.
16 Selle la placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.

PUNTO DE DETENCiÓN DE SEGURIDAD
Si no se procede de manera inmediata a la agrupación de bíbliotecas y la consiguiente secuenciación en
MiSeqDx, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 oC y .15 oC hasta tres días.

"tikj
11 I ~
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Agrupación de bibliotecas

Preparación para agrupación de bibliotecas
1 Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrifuga de 1,5 mi a 96 oc.
2 En una hiel era, prepare un baño de agua con hielo. Enfríe el tampón de dilución de biblioteca en el baño de

agua con hielo.
3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

~. ~
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Preparación de una dilución nueva de NaOH
PRECAUCiÓN
Eluso de una solución nueva de NaOH diluida es esencial para desnaturalizar completamente las
muestras para la generación de grupos en :MiSeqDx.

1 Combine los volúmenes siguientes en un tubo de microcentrífuga:
- Agua de laboratorio (900 ¡.tI)
- Preparado de NaOH 1,0 N (100 f'l)

2 Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Desnaturalización y dilución de control interno PhiX
1 Combine los siguientes volúmenes para diluir la biblioteca de control interno PhiX a 2 nM:

- Biblioteca de control interno PhiX de 10 nM (2 f'l)
- 1 tampón TE (8 f'l)

2 Combine los siguientes volúmenes para que dé como resultado una biblioteca de control interno PhiX e
1 nM:

Biblioteca de control interno PhiX de 2 nM (10 f'l)
- NaOH 0,1 N (10 f'l)

3 Agite brevemente para mezclar la solución de la biblioteca de control interno PhiX de 1 nM.
4 Centrifugue la solución de plantilla a 280 x g a 20 'C durante un minuto.
5 Ineúbela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca de control ¡nte o

PhiX en cadenas individuales.
6 Añada el siguiente volumen de tampón de dilución 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 f'l)
_ tampón de dilución de biblioteca enfriado previamente (980 f'l)

Preparación del cartucho de reactivo I
1 Descongele el cartucho de reactivo de MiSeqDx del ensayo de 139 variantes de FQ con un baño de agua con

suficiente agua desionizada a temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactiro
hasta la linea de agua impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la línea de nivel1

máximo de agua.
2 Descongele el cartucho de reactivo en el baño de agua a temperatura ambiente durante aproximadamente

una hora o hasta que se haya descongelado por completo. I
3 Saque el cartucho del baño de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga de la bkse del

cartucho. Seque la base del cartucho. Asegúrese de que no haya salpicaduras de agua en la parte superior del
cartucho de reactivo.

Inspección del cartucho de reactivo
1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuación,

compruebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas .

..r.r NOTA
"""-' Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezclados para garane ar

una correcta secucnciadón.

Inspeccione visualmente el reactivo de la posición 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.

2

3
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

4

.,¡m. NOTA
",... Los tubos del dispensador de MiSeqDx acceden al fondo de cada depósito para aspirar los reactivos, de modo

que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire. l
Coloque el cartucho de reactivo en hielo o almacénelo a una temperatura de entre 2 oC y 8 oC (hasta sei
horas) hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados óptimos, prece, a
directamente con la carga de la muestra y la configuración del experimento.

6

7

1

2
él
4
5

Deje que el tampón de dilución de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el tampón de dilu ,ión de
biblioteca y asegúrese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo.
Si la placa sep se ha almacenado congelada, descongélela a temperatura ambiente.
Centrifugue la placa sep a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL). I
Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciación. Es posible agnlpar un máximo dci 48
muestras para su secuenciación. I
Si la placa sep se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipeteand6
arriba y abajo entre tres y cinco veces. l
Transfiera 5 ,..ü de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP, columna por columna, a un
gradilla de ocho tubos de PCR. Selle la placa sep con un sello adhesivo para placas y resérvela.
~_ NOTA
.,"" Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre .25 oC y .15 oc. La placa SGP

sellada permanece estable hasta tres días.

8 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el tu] PAL.
9 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).
10 Añada 585 ¡'Ü de tampón de dilución de biblioteca al tubo DAL.
11 Añada 6 ¡.tIde 20 pM de control intemo PhiX al tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entre tres y cinco v .es

para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa. l
12 Transfiera 9 ¡.tIde PAL al tubo DAL que contiene tampón de dilución de biblioteca. Pipetee arriba y ab jo

entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.
13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rápido como pueda.
14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 oC durante un minuto.
15 Incube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 oC durante dos minutos.
16 Tras la incubación, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuación, colóquelo

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

Preparación de muestras para secuenciación

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos
1 Utilice una punta de pipeta de 1 mi independiente, limpia y vacía para perforar el sello metálico situado por

encima del depósito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras). l
2 Pipetee 600 ¡.tIde las bibliotecas de muestra en el depósito Load Samples (Carga de muestras). Proced con

cuidado para evitar tocar el sello metálico al dispensar la muestra., I
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depósito tras la carga de muestras. En caso de que Haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas. I

:1 Continúe directamente con los pasos de configuración del experimento con ]a interfaz de Software operativo
de MiSeq (MOS).
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El ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de lllumina se ha diseñado para detectar 139
variantes de cm, incluidas las recomendadas por la ACMG (Tabla 2).
El informe del ensayo enumera el genotipo y los nombres de las muestras de cada variante detectada p ra
una muestra. I

Se analizan todas las muestras para detectar 134 variantes que causan la fibrosis quística y la variante
R1l7H recomendada por la ACMG. En el informe del ensayo, solo se incluyen los alelas mutantes I
detectados.
La variante Poli-TG/poli-T figura únicamente si se identifica la variación Rl17H para una muestra.IEn el
caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas adicionales para deterrnin~r si
una variante Poli-TG/Poli-T, que podría afectar al fenotipo clínico (por ejemplo, 12-13[TG] o Sn, se í
encuentra en orientación cis-trans respecto de la variante R117H.

"-.IIIr NOTA
-~., El genotipo de Poli-TG/poli-T se determina con el ensayo de 139 variantes de fibrosis quística

MiSeqDx en función del recuento de lecturas de los genotipos más habituales. Debido a la natu-
raleza digital de la secuenciación de próxima generación, el ensayo puede alcanzar una gran
precisión a partir de varias observaciones en comparación con otras tecnologías basadas en
secuenciación que solo se valen de un número escaso de observaciones.

2

Interpretación de resultados
1

Cuando una muestra contiene genotipos de F508del o 1507del homocigóticos, si se detecta, al menos, uno
de los tres polimorfismos benignos IS06V, lS07V o FS08C, se notifica para la muestra. Si los tres I
polimorfismos benignos son de tipo salvaje, el informe indica que no se encuentran las variantes IS06V,
1507V y FS08C para la muestra.

~lIIr NOTA
~.. Dado que este es un ensayo basado en secuenciación, no se producen interferencias en la descripción

de F50Bdel o I507del debido a los tres polimorfismos benignos. Por 10 tanto, no se realizarán
correcciones en el resultado obtenido.

3

4

El resultado del genotipo es HET cuando se identifica una muestra como heterocigótica y se detecta
alelas mutantes y salvajes para la muestra. I
El resultado del genotipo es HOM cuando se identifica una muestra como homocigótica y solo se dbecta
el alelo mutante para la muestra. 1
Si no se detecta ninguna variante para una muestra, el informe indica No panel variants are detect d (No
se han detectado variantes del panel). I

El informe del ensayo proporciona información sobre los Índices de llamada de muestras para cada muestra.
El Índice de llamada se calcula dividiendo el número de regiones/posiciones de variantes que satisfaceh un
umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas. I

En el caso de las muestras que requieren una descripción secundaria, las variantes adicionales 1

analizadas también se tienen en cuenta en el cálculo del Índice de llamada. I

Cualquier variante con un valor de confianza predefinido por debajo del umbral se notifica como No Call
(Ausencia de llamada). Se recomienda volver a repetir la muestra. I

El resultado de una muestra solamente se considera válido si el Índice de llamada es igualo superior al
99 'Yo. Si el Índice de llamada es inferior al 99 'Yo, el resultado será Fail (No apto) y la muestra se tendrá ~ue

~~~.: Si el Índice de llamada de la muestra es inferior al 50 'Yo, el resultado será Fail (No apto) y se lnlluirá
el comentario Sample Failed (Muestra no apta) en el informe. No se mostrará información sobre la variÁnte.
Esta muestra se deberá repetir.
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5 Se recomienda que el usuario verifique las variantes que se validaron con muestras sintéticas (consulte la
tabla de precisión) con un método de referencia validado antes de notificar el primer resultado del pacirl te
con dichas variantes.

6 Si se identifican más 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 quística MlSeqDx de Illumina utilizandb una
extracción nueva de ADNg para descartar la contaminación cruzada de la muestra. 1
NOTA: Se debe tener en cuenta la hebra retrasada del haplotipo cuando se detectan dos o más vanante .

7 Todas las interpretaciones de las vanantes las debe realIzar un genetista molecular clínico certifIcado o
eqUIvalente de acuerdo con los procedImientos y las directrices locales,15Entre las posibles referencias de
mterpretación se mcluyen, entre otras, las sIguientes: la base de datos del CFTR211, el artículo de Sosnayh, las
directrices de la ACMG de 20041 y la opm¡ón del comité ACOG de 2011.' J

SI desea obtener más información sobre el cálculo y la presentación de los resultados, o si desea obtener una
descripción del contenido del Informe del archivo de texto, consulte la Guía del usuario de MiSeq Reporter (n Q d
referencia 15038356_ESP). l

Procedimientos de control de calidad
Las prácticas recomendadas de laboratorio dictan que se debe evaluar el material de control para detectar difere das
en el procesamiento de la sangre y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario que podrían conlleJar
una variabilidad significativa en los resultados. I
1 Controles positivos: Se requiere una muestra de ADN de control positivo en cada experimento. La mue~tra de

ADN de control positivo debe ser una muestra con características bien definidas y contar con, al menos" una
variante de CFTR conocida.l6 ll1umina recomienda el uso de controles positivos rotatorios de acuerdo co~nlas
directrices y normativas técnicas de 2008 de la ACMG para las pruebas de mutación de la fibrosls quísilca 17

y las normativas de los laboratorios clínicos de 2013 de la ACMG para la secuenciación de nueva I
generación.l8 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 muéstras
o que los cebadores de Índice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo des1dela
preparación de bibliotecas. I

2 Control negativo (sin muestra/sin ADN): Se requiere el uso de un control negativo (sin muestra/sIn ADIl') en
cada experimento para detectar posibles casos de contaminación. El Índice de llamada correspondiente al
control negativo debe ser in.ferior al 10 %. Si un control negativo genera un índice de llamada superior cilIO
%, es posible que se haya producido contaminación durante el procesamiento del ensayo. El ensayo se I
considera erróneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el ensayo desde la preparación de bibliotecas.

3 Control salvaje: Se recomienda una muestra de control de ADN salvaje en cada experimento, La muestl)a de
control salvaje debe ser una muestra con características bien definidas que no contenga ninguna variante de
CF1R. La muestra de control salvaje debe generar el genotipo previsto. Si el control salvaje genera un I
genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las muestras o
que los cebadores de índice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo desdk la
preparación 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 características de rendimi to
conocidas.

5 Se deben satisfacer todos los requisitos de control de calidad en virtud de la regulación local, estatal o f deral,
o en virtud de los requisitos de acreditación,

f':

I
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Características de rendimiento

Precisión
La precisión del ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de lllumina se determinó mediante la
evaluación de 500 muestras con representación de una amplia diversidad de variantes de CFTR de cuatro fuente
distintas. La fuente principal de los datos de la precisión fue un estudio de precisión clínica que se llevó a cabo Icon
un panel de 366 muestras. La mayoría de muestras (n = 355) eran muestras clínicas de ADNg archivadas y anónirhas
aisladas de sangre humana. Las 11 muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares I
comercializadas.
Los datos de este estudio se complementaron con datos de precisión de 68 muestras de estirpes celulares evaluadas en
el estudio de reproducibilidad, 14 muestras clínicas del estudio analítico de evaluación de métodos de extracciÓn y 52
muestras de plásmidos sintéticos. Los plásmidos sintéticos se diseñaron para incluir el contexto genómico de lasl
variantes excepcionales y contenían entre una y nueve variantes en la misma construcción. Se linealizaron, se
diluyeron con números de copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con muestras de ADNg humano de genotipo
salvaje en números de copia equivalentes para imitar una muestra heterocigótica. I
Los resultados de genotipado correspondientes a 137 posiciones de inserción y deleción de pequeño tamaño y de
SNV, incluida la región Poli-TGIPoli-T, se compararon con los análisis de secuenciación bidireccional de Sangerl. Se
utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de gran tarhaño
del panel. En cada ensayo de PCR doble se emplearon dos conjuntos de cebadores para discriminar entre genotipos
homocigóticos, heterocigóticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se diseñó para flanquear los ValOrer
críticos de deleción, mientras que el otro amplificaba una región interna de la deleción. Los dos productos se
detectaron por la separación de tamaño en gel de agarosa.
Los ensayos de PCR se validaron con un panel de 28 muestras en total (22 muestras por cada deleción) que constaba
de muestras de ADN genómico derivado de sangre y estirpes celulares y plásmidos sintéticos, que comprendíarllos
genotipos homocigóticos, heterocigóticos y salvajes de cada deleción de gran tamaño. Los ensayos de PCR confitmaron
una especificidad y reproducibilidad del 100 % para todas las muestras analizadas mediante la evaluación de lok
productos de PCR en gel de agarosa. La precisión de los ensayos de PCR se confirmó con secuenciación de sanj1er y
demostró ser del 100 % para todas las muestras.
La precisión para cada genotipo se determinó a través de tres medidas estadísticas. Se calculó la coincidencia p sitiva
de cada genotipo de variante dividiendo el número de muestras con llamadas de variantes coincidentes entre ell
número total de muestras con esa variante, según se identificó con los métodos de referencia. Se calculó la
coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el número de posiciones de la cepa salvaje
coincidentes entre el número total de posiciones, según se identificó con los métodos de referencia. Se calculó l~
coincidencia total en todas las posiciones conocidas dividiendo el número de posiciones de la cepa salvaje y de 'las
variantes coincidentes entre el número total de posiciones conocidas, según se identificó con los métodos de
referencia.
El ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx de Illumina arrojó 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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TabL.1]5 Precisión global del ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiScqDx
LJamlldas positivas (variantes)

llamadas N" de N.-de Coinciden- Coinciden-

Varian(!" (nombre
LJllmlldllS Muesl- Muest-

Coinciden-
11po de Nombre de ncgath'as lIamlldas ausencia ci. ci.

totales por Muest- ca tolal
comÍln) vari,nte ADNc ras de ras (cepa incorree- de llama- POSith'll negati\'óI

vuiante r.lISc1íni- (%)
estirpe slntéti- salvAie) ,,, d" (%) (%)

'" ceJulllr <OS

CFTR DEL c.54-594O_ 500 4 I O 495 O O 100 lOO lOO

dele2,3 273+10250
del2lkb

E60X 5NV I c.178G>T i 500 6 I O i 493 O O ! lOO lOO lOO
¡ I

, ~
1

P67L : 5NV c.200C>T 500 I O I 498 O O lOO lOO lOO

R75X 5NV ! c.223C>T ! 500 3 I O I 496 i O O i lOO 100 lOO, , , ,

G85E SNV c.254G>A 500 6 2 O 492 O O lOO lOO 100

39'¡delTI i DIV ! c.262_263 I 500 3 I O 496 O O lOO i lOO lOO i
I I I :I delTI I !, I I,

406-1G>A SNV c.274-IG>A 500 4 O O 496 O O lOO lOO lOO

E92X i 5NV ! c.274G>A 500
I O I 1 I 498 , O I O lOO i lOO lOO 1, , I ,

DllOH 5NV c.328G>C 500 1 O 1 498 O I O lOO 100 100

, i I i
, lR1l7C SNV c.349C>T 500 4 O O 496 O O 100 lOO 100

, i i I I

R1l7H I SNV c.350G>A 500 17 2 O 481 O O 100 lOO lOO

, !
, ,

i I I ~
YI22X SNV c.366T>A 500 O 1 I O 1 499 O O 100 100 100

, ! i

621+1G>T SNV c.489+IG>T 500 7 5 O 488 O O lOO 100 100

r , I ; T
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\ Llamadas po:'Iith'as h'atiante,,'
L1amada~ N" de N" de Coinciden- Coinciden.

Variante (nombre
Llamadas Muest- Muesl. negativas llamadas

Coinciden-

lipo de Nombre de ausencia cía d,
tola les por Muest. da lo(al

común) variante ADNc ras de '" (C't'pill incorrec~ de llama- posifh'a negativa
,'ariante ras díni. 1%'

estirpe sintéU- 5ah'.*1 t" d" (%) (%)

'" celular '"
G178R SNV c.532G>A 500 1 1 O 498 O O lOO 100 100

r 711+1G>T SNV c.579+IG>T I 500 3 I 1 I O 496
,

O
,

O I 100 i li
, I lOO lOO,

P205S' SNV c.613C>T 500 1 O 1 498 O O lOO" lOO lOO

r U06W SNV c.617T>G 500 8 1 O 491 O ! O 100 lOO lOO 1: ,

1078delT DIV c.948deIT 500 1 1 O 498 O O 100 lOO lOO

I G330X , SNV c.988G>T I 500 1 ¡ 1 O
,

498 O
,

O lOO lOO 100 l, I I

R334W SNV c.looOC>T 500 6 1 O 493 O O lOO lOO lOO

[ 1336K SNV c.IOO7T>A 500 O 1 O 499 O O lOO lOO lOO l
,

1154insTC DIV c.l022_1023 500 O 1 O 499 O O lOO lOO 100

insTe

I R347H ! .SNV I c.1040G>A : 500 6 1
1 1 I 492 O O 100 lOO 100 1

R347P SNV c.l040G>C I 500 3 2 O 495 O O lOO lOO lOO

r R352Q
¡ I , , I I -:

SNV c.l055G>A 500 5 O O I 495 O O lOO lOO 100, , ,

A455E SNV c.1364C>A 500 4 2 O 494 O O lOO lOO 100

r S466X (C>G)
I , i

, , I 1SNV c.1397C>G I 500 I 1 , O 1 498 i O ! O lOO 100 lOO
, ¡

~48de1G DIV c.1418de1G 500 1 O 1 498 O O lOO lOO lOO

-
,~

~
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llamadas positivas (varbmlesJ
L1.tmadas N.'de N.'de Coinciden- Coinciden-

Varianle (nombre
Llamadas Muesl- Muesl-

Coinciden-
TIpo de Nombn! de Muesl-

negali\'as Ibmadas ausencia cia cia
lolales por da lotal

común) varianle AONe ras díni-
r.tS de '" (cepa incorree. de llama- positiva neg;'lliva

vui"nle (%)
estirpe sintéU- sah'.ti ..•l tu du (%) 1%)

'" celular '", ,
! , lQ493X , SNV , c.1477C>T

•

500 4 2 O I 494 I O O 100 100 100, I
, I

1507del DlV c.1519_1521 500 4 2 O 494 O O 100 100 100

delATe

F508dcl
.

DIV I c.152C1523 500 I 84 29
;

O
,

387 O O I 100 I 100 100

I
, , ! I

I i I , ,
!! delCIT , 1, ,

I i ,
1677de1TA DIV c.1545_1546 500 1 O O 499 O O 100 100 100

delTA

SNV c.1558G>T 500 2 O O
,

498 O O 100 100 100 1V520F , 1 i
¡ ! , I J

1717-1G>A SNV c.1585-1G>A 500 4 1 O 495 O O 100 100 100

, , ,

1
, 1 lG542X !

SNV , c.1624G>T , 500 , 12 3 I O 485 , O I O 100 ! 100 I 100
I ,

S549N SNV c.1646G>A 500 2 2 1 495 O O 100 100 100

,
SNV I c.1647T>G

¡
500 3 O

I
496 O O I 100 i 100

,
100 15549R I I 1 ¡ ,, , 1 I

(c.1647T>Gl , , I ! I ,

i I

G551D SNV c.1652G>A 500 8 3 O 489 O O 100 100 100

R553X SNV c.1657C>T 500 8 2 O 490 O O 100 100 I 100

A559T SNV c.1675G>A 500 4 O 1 495 O O 100 100 100

I R560T I ! c.1679G>C 500
!

6 O
,

493 O O 100 100 100SNV 1 I
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,\ U;1tnO\das posilh'as (variantes)
Llamadas N.tde N.t de Coinciden- Coinciden-

; L1amad3S Coinciden-
Vari:mle (nombre Tipo de Nombre de Muesl. Muesl- negativas llamadas ausencia da d3

totales por Muest. da lolal
común) \'arianh.' A01'\e

ras dini.
ras de ras (repa incorTee- de llama. posiliva negalh'a

\'ariante (%)
estirpe sinléti. sah'aie) ..., dos f%J t%)

"" celular 0'
1812-1 G>A SNV c.1680-1G>A 500 O 2 O 498 O O 100 100 100

1898+1G>A SNV c.1766+1G>A I 500 2 1 I O 497 O ¡ O , 100 : 100 i 100 l, ! , i ;

2143delT DlV c.2012delT 500 2 1 O 497 O O 100 100 100

I , , ,

12183AA>G DlV c.2051 ! 500 3 1 O 496 , O O 100 I 100 100- , i ! I
, ,

2052del ! : i I iI ! I : !,
I I , I

: AAinsG I I ,
2184insA DlV c.2052_2 500 3 O 1 496 O O 100 100 100

053insA

! e , ! i
, I2184delA DlV c.2052delA 500 i 1 1 O 498 O I O 100 ! lOO i 100

I , , I

R709X SNV c.2125C>T 500 1 O 2 497 O O 100 100 100

K710X SNV c.2128A>T ! 500 3 O O ! 497 I O , O I 100 I 100 i 100 1I ,
2307insA DlV c.2175_21 500 3 O 2 495 O O 100 100 100

76insA

R764X SNV c.229OC>T , 500 I 1 O i 2
,

497 O O 100 100 I 100 ].

W846X SNV c.2537G>A 500 O 1 O 499 O O 100 100 100

2i89+SG>A SNV c.2657+5G>A 500 i 9 1 O 490 O O
,

100 100 I 100 li !

Q890X SNV c.2668C>T 500 1 O O 499 O O lOO 100 100

. [ 3IZ0G>A 5NV c.Z988G>A 500 1 O O 499 O O I 100 100 I 100 1C' : I ,

~<;J'\
( .::>
"' "
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, Llamadas positivas (vari:mtes)
Llamadas N.~de N.-de Coinciden. Coinciden-

Llamadas Coinciden-

Variante (nombr~ TIpo de Nombre d~ Muest. Muest. negalh'as lIam.adas ausencia cia cia
totales por Muest- da total

común) vuiante AONe ras de '" trepa ¡ncorTee- de llama- positiva negalh'a
variante rASdíni. (%l

estirpe sintéti- sah'aje) .." d" 4%) t%)

'" celular '"
31Z0+1G>A SNV c.2988+1G>A 500 7 I 1 O 492 O O 100 100 100

r 3Z72-26A>G SNV , c.3140-2 i 500 i O 1 I O ! 499 O O 100 100 100
-,

6A>G

R1066C c.3196C>T O O

R1066H SNV c.3197G>A 500 O

W1089X SNV c.3266G>A

YI092X (C>A) SNV c.3276C>A 500 3 O 496 O O 100 100 100

Mll01K c.3302T>A 496 O O 100 100 100

R115BX SNV c.3472C>T 500 7 O 492 O O 100 100 100

R1162X c.3484C>T 500 S O 494 O O 100 100 100

• 3659delC DIV c.3528dclC 500 4 O 495 O O 100 100 100
L_

S1196X c.3587C>G 500

L 3791dclC DIV c.3659delC 500 2

3849+10kbC>T SNV c.3717+12 500 11 2 O 487 O O 100 100 100

191C>T

3876delA DIV c.3744dclA 500 6 O 493 O O 100 100 100 ~

'e~~ c.3752G>A 100 ~
ro

;ti ~ ' ,r:-..O mcnen n_-<S::-¡r
enZO< \ N
rri;~---z;:: •• --<
C/)NmN
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lIam.tdas positivas h'arianle!iJ
Llamadas N.- de N.Dde Coinciden- Coinciden-

Variante (nombre
L1amada!l Muest- Muest.

Coinciden-
lipo de Nombre de neg¡lIliv3S llamadas ausencia d. d.

totales por Muest.
ru de

cia total

romún) vari"nte AONe '" (cepa in('()jtec- de lIama- posllh'" negativa
,";ni"n!\" ras díni- (%)

estirpe sintéti- salvaj(') ,,, d" (%) t%1
en cdular '"

3905insT DIV c.3773_3 500 3 1 O 496 O O 100 100 100 l

774insT
I

W1282X c3846G>A

N1303K SNV c.3909C>G

CFTR DEL c.3964-78- 500 O 1 498 H O 100 99,80 99,80

dele22,23~ 4242+577dcl

M1V SNV c1A>G

Q39X c.115C>T

405+1 G>A SNV c.273+1G>A

E92K c.274G>T

Q98X SNV c.292C>T 500 O O 2 498 O O 100 100 100

457TAT>G DIV c.325_327 500 O O 499 O O 100 100 100

delTATmsG

574delA DIV c442dcLA

711+3A>G c579+3A>G

711+5 G>A SNV c.579+5G>A
(O

712.1 G>T c580.1G>T ~

~
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100

100

100

100

100

O

O
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O

O

llamadas positivas (uri:mtes)
Uimudas N.Rde NoRde Coinciden- Coinciden-

Muesl. Muest. negati\"as llamadas ausencia
Coinciden-

d. cia
Muesl. ci ••.(otal

ras díni.
ras de '" (cepa inrorrcc- de llama. posith-a negativa

(%)
estirpe sintéti. s,ah'aje) ." d" f%, (%)

'" celular '"
O O 499 O O 100 100 100

100 lOO

100 100

500

500

500

Llamadas

lobles por
variante

c.595C>T

c.108Id.rr

c.l021T>C

c.1013C>T

c.658C>T

Nombre de
AUNe

c.720741
dclAGGG
AGAAT

GATGAT
GAAGTAC

c.1116+1G>A ISNV

SNV

DlV

SNV

Tipo de
variante

S341P

1248+1G>A

1213de1T

T3381

Q220X

H199Y

852dc122

Variante (nombre

romún)

I nsayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

\
'(:

1259insA DIV c.1127_1
128insA

500 O O 2 498 O O 100

W401X
(c.120ZG>A)

SNV c.1202G>A 500 O O 1 499 O o 100

W401X
(c.1203G>A)

SNV c.1203G>A 500 O O 1 499 O O 100

100OO4982OO500c.1209+1G>ASNV1341+1G>A

"
~
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100100100oo499Oo500c.1393 IG ASNV152::1lG>A

U;unadas positivas (variantes)

Llamadas
Llamadas N.Rde N.-de Coinciden- Coinciden-

Coinciden-
Variante (nombre TIpo de Nombre de Muest-

l\Iuest- Muest- negativas U;Jmadas ausencia d. d.
lobles por cia lotal

romún) Vl'Iriantt ADN(' faS de '" (t't"pa ¡ncorree- de lIama- p05ilh.a negalh'a
\.arianll' ras ('Uni. (%)

estirpe sintéti- sah'ajel .., d" f%) 1%)

'" celular e'
1461ins4

I
DIV c.1329_ 500 O O I 499 O O lOO lOO lOO

1330ins

i AGAT

r -- , >

Ensayo de 139 variantes de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

S466X (OA) c.1397C>A lOO

L467P SNV c.14ooT>C 500 O O 499 O O 100 100 100--
S489X 1466C>A 100

S492F SNV c.1475C>T 500 O O 499 O O 100 100 100

Q525X c.1573C>T

I 1717-SG>A SNV c.1585-8G>A

S549R SNV c.1645A>C 500 O O I 499 O O lOO lOO lOO

(c.1645A>C)

Q55ZX SNV c.1654C>T 500 O O 499 O O lOO 100 100

R560K SNV c.l679G>A 100

181l+l.6kb A>G SNV c.1679+1.6 500 O O I 499 O O 100 lOO lOO <.o
kbA>G

00 E585X c.17S3G>T lOO ~
lD -~

;ollJ

~om~",;::n '"
~Zb<~ ~rril:~z ,:al
!::e..~»

l'\) N~;:"':;:----"'~~ --
/4.?J4 ~-~ zZ
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lOO100lOOOO499Oo500c.2834C>T5NVS945L

a o de 139 variantes de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

llamadas pMith-:I<; (varl:lnte<;J

L1;amadas
Lbmada!'l N.O de N.' de Coinciden- Coinciden-

Variante (nombre Nombre dt Muesl- Muest-
Coinciden-

lipo de Muest-
negath'as llamadas ausencia cia d.

rotales por cia total
común) \';uiante AONc ras de '" (<<'PI! incnrrec. de 11"0'1/1- pMitiva negafh-a

\-;¡riante ras díni- (%)
estirpe sintéti- ~ah'aiel ,,, d" (%) (%,

'" celular '"l 15;;8+ 3A>G
¡ ... ¡ i

..

¡ SNV I c.l766+3A>G I 500 O O I 1 499 I O ! O I 100 ! lOO I lOO, ,
I

, I

L732X 5NV c.2195T>G 500 O I O 2 498 O O 100 lOO lOO

i2347delG ¡ i ! i i ; ,
! lD1V c.2215delG SOO O O 2 498 O O

,
100 lOO lOO

¡ t I I ,

2585delT D1V c.2453delT 500 O O 2 498 O O lOO 100 lOO

[ ES22X i 5NV c.2464G>T
-

500 O , O ! 2 I 498 I O O lOO ! lOO 100¡ , i , i, I I ,
2622+1G>A 5NV c.2490+1G>T 500 O O 2 498 O O lOO lOO lOO

r F.831X
!

SNV i c.2491G>T 500 O 1
, ,

I, I O I 499 I O O , lOO 100 lOO

R851X 5NV c.255lC>T 500 O O 1 499 O O lOO 100 100

I 2711delT DlV c.2583deIT I SOO O O 1 I 499 O O lOO lOO 100 1j

L927P 5NV c.2780T>C 500 O i O 1 499 O O 100 lOO lOOI

I , !I

Enero de 2014N. pieza 15038347 Rev.A ESP

3007delG c.2875delG IDO

G970R 5NV c.2908G>C 500 O O 499 O O 100 100 100

3121.1G>A c.2989.1G>A 100

~
Ll065P 5NV c.3194T>C lOO

c.3230T>C lOO •••••......,



~,.
s o de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

~\ L1ama.das p05itivas (variantes)

~

Llamadas
L1••madils N.' de N.'de Coinciden- Coinciden-

3 D. Variante (nombre Tipo de Nombre de Muest. Muesl. negativas llamadas ausencia ci. cia
Coinciden-

~ - tobles por Muesl- n" total0° común) \'llriante AUNe ras de '" (<<,pa ¡ncorree- de llama. PO!IitiVil nega.Ii\'a
varianle fas díni. ('};,). O eSlirpt' sintéti- salvaje) .., dos (%) (%)

"!> '\E' '" celular a,
Y1092X (C>G) SNV c3276C>G 500 O O 1 499 O O 100 lOO lOO

Ell04X c.3310G>T 100 100

W1204X SNV c.3611G>A 500 O O 1 499 O O lOO lOO 100

(c.3611G>A)

W1204X SNV c.3612G>A 500 O O 499 O O 100 100 100

(c.3612G>Al

G1244E SNV c.3731G>A 500 O O 1 499 O O 100 100 100

4005+1G>A c.3873+1G>A 100 100

4016insT c.3884_3 500 O O 1 499 O O lOO 100 100

885insT

Q1313X c.3937C>T O O lOO 100

4209TG DIV c.4077_ 500 O O 499 O O 100 100

TT>AA 4080delT
GTTmsAA

4382delA c.4251dclA

Poli-TG/ Poli- c.J210-12T 19 17 2 O O O O 100 N/A lOO
~Poli-T' TGPoli- (5_9j

T ••••1506V" ] SNV c.1516A>G 1 [-~ O O 1 O O N/A 100 100
00 ••ro --;o'"O mC/)

•
~~~-.
cnZO<

-;ri~~z
~:r..-1>
rnNm~-o~ zZ» -m~S;



Llamadas positi\'as h'",riantesJ

de 139 variantes de la fibrosis qulstica MiSeqDx™

lIami'lda<;
llamadas N,Qde N,'de Coinriden- Coinciden-

Vari.lntt: (nombre Muesl- Muest- negaliv.ls
Coinciden-

TIpo dt: Nombre de
Il¡¡mad¡¡s ausencia cia dO!

taL",les por Muesl. cb total

romún) varianle ADNc ras de '" (cepa incorree- de ILuna- p~iti\'a negath'a
\'ari,mle ;ras díni. ("1:')

estirpe sintéti. salvaje) ,.. d" 1%) (%)

'" celular '"
1507\1' SNV c.l519A>G 1 O O O I O O N/A 100 100

F508CI c.1523DG

Tolal

DIVes la sigla en inglés de "variante de la deleción/inserción".
lO El informe de Sanger indicó que, en el cao;o de la muestra clínica, la variante P205S era helcrocigótica. En cambio, una revisión de los datos de rastreo de Sanger indicó que la variante era,.

en realidad, homocigótica y que se había notificado de forma incorrecta. MiSeqDx notificó que la variante era homocigótica.
~Se notificó una muestra hetcrocigótica sintética para el cxón 8 como heterocigótica en el caso de la variante delc22, 23 de CFTR. Investigaciones adicionales revelaron que este resultado se

debía. posiblemente, a una contaminación de bajo nivel.
"Se determinó que la muestra sintética heterocigótica original no se había preparado correctamente. Se detectó cuando se reali7..aron las pruebas posteriores n su preparación utili7..ando el

mismo plásmido.
(Cuando la Rl17H es positiva, la variante Poli-TGIPoli-T se notifica de forma adicional.
y En el caso de una variante F508del homocig6tica, se notificaron de forma adicional tres bases salvajes más (las variantes 1506V, 15lJ7Vy F508C) que no se identificaron en la muestra.

Tabla 16 Precisión del ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiScqDx para I506V, 1507V y F508C

Llamadas positivas (variantes)

Variante Llamadas Mues- Mues- Uamadas N.Ode N.O de Coincidencia Coincidencia Coincidencia
(nombre totales por tus

Muestras Ira, negativas ]Jamadas ausencia de positiva (10) negativa (%) total (%)

común) variante díni.
de estirpe sinté- (cepa salvaje) incorrectas llamadas
celular ticasca,

1506V 500 7 O O 493 O O 100 100 100

r 1507V 500 O 1 O 499 O O 100 100 100 1
F508C 500 1 I O 498 O O 100 100 100

Enero de 201
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,

IGenotipo de Poli- N.o de muestras N.O de muestras de estirpe N.O de muestras N.O de lJamadas N.O de ausencia de % de
TGPoli-T clínicas celular sintétic ..'ls incorrectas llamadas" precisión

(TG)9(1)7/(fG)11(1)7 2 O O O 1 50

I (TG)9(1)9/(TG)lO(I)7 ! O
,

, O I 11 , O i O 100

(TG)9(1)9/(fG)11 (1)7 5 1 O O O 100

[ (TG)9(1)9/(TG)ll(l)9 , 1 O ! O
,
O O lOO l, I

(TG)10(l)7/(fG)10(l)7 25 8 O O O 100

! (TG)10(l)7/(fG)10(l)9 i 39 16 , O O O I 100 II ,

(fG)10(l)7/(TG)11(1)5 2 O O O O 100

I (TG)10(l)7/(TG)l1(1)7 72 11 O : O I O
,

100 ¡
! i ! ! 1

(TG)10(l)7/(TG)12(1)5 1 O O O O 100

r (fG)10(l)7/(fG)12(1)7 lO 1 O i O 1 90,9 l
(fG) 1O(l)9/(fG) 10(1)9 7 6 O O O 100

I (TG)10(l)9/(fG)l1(1)5 : 5 O I O ! O O I 100 1

: I , , I

(TG)10(1)9/ (fG) 11(1) 7 76 20 O O O 100

, (fG)10(l)9/(TG)l1(1)9 3 I O , O I O
I O I lOO ]

(TG)10(l)9/(fG) 12(1)5 3 2 O O O lOO

l (TG)10(l)9/(fG)12(1)7 13 O I O O I 1 92,3 l
(fG)11 (l)5/(fG)11 (1)7 6 O O 1 O 83,3

¡ (TG)l1(1)7/(fG)l1(1)7 52 ! 8 i O I O O lOO 1,

nsayo de 139 variantes de la fibrosís quística MiSeqDx™



~9 variantesdelafibrosisquísticaMiSeqDx'M

N.Vde muestras N.o de muestras de estirpe N.O de muestras N.O de llamadas N.O de ausencia de % de
clínicas celular sintéticas incorrectas llamadas'" precisión

2 1 O 3" O O

(fG)11 (l)7/(fG)12(I)5 2 O O O O 100

(fG)l1 (I)7/(fG)12(I)7 37 3 O O O 100

(fG)l1 (I)9/(fG)12(I)7 3 O O O O lOO

(fG)12(I)7/(fG)12(I)7 2 2 O O O 100

Total .•.• 448 4 3 98,44

• No se volvieron a analiz.1.r las muestras.
" Uno de los result.1dos que no concordaba provenía del estudio de rcproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra concordaba con todas las 18 duplicaciones, pero no
concordaba con la secuenciaci6n bidireccional de Sanger.

- El recuento total de muestras para la variante Poli-TG/Poli-T es de 448 porque todas las muestras sintéticas (n - 52) se crearon mezclando plásmidos ¡¡nealizados con una de dos muestras
de estirpes celulares, que fonnaban parte del estudio de rcproducibilidad. Dado que la notificación de la variante Poli-TG/Poli-T para estas muestras sintéticas adicionales daría como
resultado una notificación excesiva de la variante, se excluyeron las muestras sintéticas de este análisis.



:99 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

~\
~ o .:: -"\••.•.--

~
Reproducibilidad0°_

a. O La reproducibilidad del sistema de fibrosis quística MiSeqDx se determinó mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con dos operadores por
?> \~ centro. Cada uno de los operadores de cada cenrro comprobó dos paneles bien defirúdos de 46 muestras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los

N paneles contenían una mezcla de AON genómico de estirpes celulares linfoblastoides con variaciones conocidas en el gen de la CFTR, así como sangre
desleucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con variantes conocidas en el gen de la CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la
incorporación de los pasos de extracción utilizados en la preparación de AONg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo.

El Índice de muestra de paso, definido como el número 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 repitió ninguna prueba
del estudio de reproducibilidad.

Tabl~118 Rcproducibilidad del cl\sa)'o de 139 variantes de fibrosis qUístiC.1MiSeqDx
llamadas coincidentes lIamadllls coincidenles

N! L1am01du POSiti\";lSh'arianles) negati\';1S (ct!pa s.,h'ajc) N.-de N!de Coind- Coinci- Coinci.

r•. d. totales llamad u ausencia dencia denna dt!'ncia
Genotipo de nlurstra Vnrlantc's

Ce n- Cen- Cen- Cen- Cen- Crn- incorrt!'c- mla!no' mues- roo de llama- positiva negativa

In ~nlro "o 1m 1m "o "o "o '" d" (%1 (%) (%J

1 2 3 1 2 3

A 1 S549N (HIT) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 I 100

r A 2 1812-1 G>A (HEl) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100
~

1A 3 Q493XJF508dcl (HIT) 810 12 I 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

r A 4' F508deV2184delA 810 12 12 12 797 798 798 O l' 100 100 100

94,44 94,44

810 12 12 12 798 798 798 O O 100 lOO 100

100 100
~

810 12 12 12 798 798 798 O O lOO 100 100 ••••••
---~--- ---~~

(HIT)

YI22X/R1158X (HIT)

~

A 6 F508dc1/2183AA>G
(HIT)

[D !:> ~~A 7 R75X (HIT)
- :u:)..
~ ;:: ~ ~ ' .A 8 1507dcVF508del (HIT);;;Zb< ---------------------------------------------------------------
-i-o.:UZ -.::..
m:",»~, ~~""-i'- ,---~
CJ)f\,)mN =t=
~4~~~

. ~ S;; 39 IN":' pieza 15038347 Rev. A ESP
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100 100100OO798798798121212810

(1)5

621+1G>T/711+1G>T
(HE!)

19

39 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

A

llamadas roincid('ntes Lla.madas coincid('ntes

N.' Ll.lInadu positi\.,¡s (variantes) negati"as (cepa salvaje) N.O de N.' de Coinci. Coinci. Coinci.

p,- d. totales llamadas ausencia dC!'ncia denci.1 dencia

n.1
Ccnotipo de muestra Varian~~ Ct'n- Ccn. Ceno Ceno Ceno Cen. totalmues- p.' in('(lITec- de llama. posilh.a negativ.1

u, ~ntro u. u. u. u. lro ,,"o 1" d" (%) ("k) (%)

I 2 3 1 2 3

A 9- F508dcVWI282X (HE1) 810 12 11 12 798 797 798 2- O 97,22 99,96 99,92

-,-
I

, , I ! ,
IA 10•• F508dcV3272-26A>G 810 , 12 11 12 798 797 798 2- O 97,22 99,96 99,92

!
I

i
,

Ii ,, (HE!) , , I I I I, , ,

A 11 F508dcV3849+10kbC>T 810 12

1

12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HE1)

621+IG>T/3120+ IG>A 810 12 798
,
798

I
O i 100 100 lA 12 ¡ I : 12 , 12 798 O , , 100

(HE!) , I , I , :
, , , I ;

A 13 E60XlF508dcl (HE1) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

A 14 : M1101K (J-lE1) I , 810 I 6 6 6 i 804 804
,
804 O O ! 100 100 i 100

I I I !
,

!
,

A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

: F508dcl (HOM) 1506V, 828 I 6 6 6 822 822 822 ¡ O
¡

O 100 100 100 1
A 16 ,

I i ! i I; , I I I
,

1507V, I
1

i , ! I, ,
I

: F508C I I ,

I , l :, ausente ;
,

A 17 F508dcV3659dclC 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100

I
100

(HE!)

A 18 R117H/F508dcl (HE1) (TG)10(1) 816 18 18 18 798 798 798 O O 100 100 100 i
9/(TG)12 I i

I



~'
L1amadils roincidl'ntes Llam.adas ooinciden~s

~ \
N! llamadas posili\'as ("ariantes) negath'as (cep" sah'aje) N.~de N.' de Coind. Coiuci. Coinci.

p,. d. Vnriant('s
10la1es llamadas i1usencia dC!'ncia denna denda

0° Genotipo de mut'stn Cen- Cen- Cen- Cen- Ct"n- Cen- ¡nrorrec- negalh' •.
. O .., mues- p.' dI.' lIarn:l- pO!'lith.'lI lolal

• ~ ¡¡j. ,,, centro 'ro 'm 'm ". ". ". .." d" ,%) <%1 (%)

N 2 3 3

20 G85EJ621+IG>T (HE"!) 810 12 12 12 798 798 798 O O lOO 100 100

21 A455EJF508del (HE!) 100 lOO

22 F508deVR560T (HE"!) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100

A 23 F508deI/YI092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 798 O O IDO 100 100

(HE!)

N1303K (HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 i O O 100 100 100

G542X (HOM)

G542X (HE"!)

A 27 G551D1R553X (HE"!)

3849+l0kbC>T(HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

wr N/A IDO 100

F508del (HE!) 810 6 6 6 804 804 804 O O lOO 100 100

1717-1G>A (HE"!) 100

A 32 R1l62X (HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 lOO 100

A R347P/G551D (HE"!) 100

~

34 R334W(HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100 CD
00 35 wr 810

~
O O N/A 100 100 ••'" -~",O>

O m(/) •••(1)~()_
-< -Ircnzo<
-f ..•.:uz N
rn~

~-.f>,.""¡ ,
C/)NmN~n»~ zZ
» -m 41 N.O pieza 15038347 Rev. A ESP
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\
L1am:td3s coincidentes llamadas coincidentes

~ a.- N! L1l1m.,das I'0silh-.l.s (variantes) negalh'.as (<<1'''\ sah'aje) N" de N.- de Coinci. Coinci. Coinci-0° r.- d, tolales llamadas ausencia dend •• dencia deno ••.- O Genotipo de oloestra Varianle~. ro' n,1 mues- P'" Ceno Cen- Cen- Ceno Cen- Cen- incorrec- de llama. positiva n('gati'¡a lotal
N 'u centro "'0 "O 'm "'0 'm "'0 1>, d" (%1 (%1 (%)

3 3

36 G85E(HE!) , 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100;
37 I336K (HE!) 100

A 38 wr 810 O O O 810 810 810 O O N/A 100 100

A 39 F508deV3849+ 1OkbC>T 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HE!)

A 40 621+1G>T/3120+1G>A 810
,

12 12 12 798 798 i 798 O O 100 100 100
(HE!)

A 41 F508deV3659delC 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HE!)

A 42 Rl17H/F508dcl (HE!) (fG)lO(l) 816 18 18 18 798 798 798 O O 100 100 100
9/(TG)12

(1)5

G851'J621+1G>T (HE!) 798 798 100 100 100

A455E/F508dcl (H E!) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

N1303K (HE!) 100

G551 D/R553X (HE!) 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100

2789+5G>A (HOM) 100

meo~
CFTR dele2, 3/F508dc1 100

! (He!) ~~ •- :o'"
o mCn~(/)~O_
-< -Ir •••••(/)ZO<
-t ..•;O- ~
m.llo}>Z ~

~~~» r - ~
--fJJNmN ~~-':¡-ci »

~ :zZ
» -m~s:; N.' pieza 15038347 Rev. A ESP
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__'_~39 variantes de la fibrosis qufstica MiSeqDx™

, B

\ Llamadas coincidentes Lbmadas coincidentes

N.' L1am"dns posilh'olS (,'uiantes) ncgati\'as (cepa sah-ajel N.~de No' de CoinC"i. Coinci- Coind-
p,. do

Genotipo de mue~lra
tol ••les llamadas ausencia dencia denna dencia

Variantes,,' mue&- p.' Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- ¡nronce- dI" llama- positiva negativa lotal

lu centro 1,. n. 1m 1,. 1m n. 1" d" (%) (%1 (~¡,)

1 1 3 1 1 ,
B 49 F508de1l1898+IG>A 810 12 12 12 798 798 798 O O lOO lOO 100

(HEI)

r , 1 ¡ ,
,
,

B 51 F508de1/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 100 100
(HE"!)

r B
,

52 3876delA (HE"!) ! 810 6
,

6
,

6 804 804 ; 804
,

O I O i 100 100
I

100 li , i i I I !I ,
B 53 3905insT (HEI) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 lOO 100

i B 1 54 394delTT (IIE"!) I I 810 6 6 i 6 I 804 : 804 i 804 I O O i 100 100 100
-:

I , !

B 55 F508del (HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 O O lOO 100 lOO

[ B 56 WT ¡ [ 810 O O O 810 810 I 810 O O N/A lOO ! 100 ~I i I

B 57 WT 810 O O O 810 810 810 O O N/A lOO 100

r i 1 F508del (HE"!) I 810 I 6 6 804 ¡ 804 i I i
I 1B 58 6 I i 804 O O lOO i lOO lOO, I I , :

B 59 WT 810 O O O 810 810 810 I O O N/A lOO lOO
, ,

60 L206W(HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

61 WT O O N/A 100 100

G330X (IIE"!) 6 804 804 804 O O lOO lOO lOO

00 WT O 810 100 100
ro -~;umO mcn R347H (HE"!) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 lOO lOO
",;::n_~
-< ""',(/)zo<~:;~Z
3:b.-4»

-(n-N-m-N-- .~--~~
'"-o» \~
> ~~ ~ Enero de 2014. ~ S; N.' pieza 15038347 Rev. A ESP
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~ariantesde la fibrosis qufstica MiSeqDx™

llamadas coincidentes Llamadas coincidentes

N.' lIamad;¡s posili\'as (variantes) negativas {cepa s.a.lvaje) N.ode N,- de Coinci. Como. Coinci.

p,- " Cenctlpo de ntucstra Varianf{'s
totales llamadas ausencia denoa dencia denda.., mues. po, Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- ¡ncorree- dI:'llama- positiva negativa tolal

'" centro tro tro 1," tro "0 tro '" d" (%) (%1 (%)

1 2 3 1 2 3

B 65 1078deIT (HIIT) 810 6 6 6 804 804 804 O O 100 100 100

B I 66 ; G178R1F508del 11
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810 12 , 12 12 798 i 798 798 O O 100
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100 100 lI 1
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*Jt'0_-3-
'" -'" o~i'

B 67 5549R (c.1647DG)
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o de 139 variantes de la fibrosi$ quística MiSeqDx™

llamadas coincidentes llamadas mincidentes

N.- llamadas posili\'u (varian(es) neglllti\'as (cep,¡ Sollv,¡je) N.-de N.-de Colnri. Coinej. Coinci.

p,. d. tot,¡IE'~ llamadas ausencia denci,¡ dencia dencia
Genotipo de mueSIU Vari,¡ntC"s Ceno Ceno Ceno Ceno Ceno Cen-M' mues- po. ¡ncorree- dC',llama.. positiva negativa lotal

1" centro "o "o "o "o "o h"o 1" d" (%) ('Yo) ('lO)

1 2 3 1 2 3

B 81 F508deVG551D (HE]) 810 12 12 12 798 798 798 O O lOO 100 100

B 82 R347P/F508dcl (HE]) 810 12 12 12 798 798 798 O O lOO 100 100
-:

I

B 83 RII7H/F508del (HE]) (fG)IO(l) 816 18 18 18 798 798 798 O O lOO lOO lOO
9/(fG)12

(1)5

B 84 1507del (HE]) 810 6 6 6 804 804 804 O O lOO lOO lOO l
B 85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O O IDO lOO lOO

B 86' CFm dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 O H 100 99,96 99,96
(HE])

B 87 F508dcVI898+IG>A 810 12 12 12 798 798 798 O O 100 lOO lOO
(HE])

B 88 WT 810 O O O 810 810 810 O O N/A lOO 100 I

B 89 F508deV2143dcfT 810 12

!
12 12 798 798 798 O O 100 100 lOO

(HE])

oto La posición d~ la cepa salvaje correspondiente a la variante Nl303K de una duplicación provocó una ausencia de llamada debida a una cobertura insuficiente.
~ Un duplicado de las muestras 5 y 75 pres('nt6 un índice de lIaIllada del O%. Una investigación más detallada indica que es posible que no se hayan añadido las mut'Stras a la placa de

muestras antes de la preparación de la biblioteca. ya que los vollÍrnenes de muestra que quedaban en los tubos eran homogéneos y no se tuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.
~.

lOO

lOO

lOO

99,88

Enero de201

lOOIDO
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O

OO

O

804

804

804

804

221182

804
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6

6

6

6

2209

6

6

810

810

3905insT (H E])

394dclTI (H E])

F508dcl (HE])

Total
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de variantes de la fibrosls quistica M1SeqDx™

.•••.Las pruebas indican que el operador probablemente alternó la.••muestras 9 y 10 antes de la preparación de bibliotecas.
a posición de la cepa salvaje correspondiente a la variante MIV de una duplicación de cada una de las dos muestras provocó una ausencia de llamada debida a una cobertura insu-

ficiente .
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Tabla 19 'Información oomplementaria sobre las variantes del estudio de reproduobilidad

Variante (nombre Tipo de variante
Región del gen de

común) CFTR

Poli-TGIPoli-T DIV compuesta'" Intrón 9

I 2183AA>G I DIV compuesta'" Exón 14 I
CFTR dclc2, 3 DEL lntrón]-Intrón3

I1154insTC ,
DIV* E.,ón 8 J• I

1507dcl DlV* Exón 11

I F508dcl DIV* Exón 11 I
2143dclT DIV'" Exón 14

I 3659dclC DIV* Exón 22 I
3876dclA DlV* Exón 23

r394dclTf DIV en región homopolimérica* F.xón 3 I
1078dclT DIV en región homopolimérica'" Exón8

I2184dclA , DIV en región homopolimérica'" Exón 14 I
3905insT DIV en región homopolimérica* Exón 23

IE60X SNV Exón 3 1
R75X SNV Exón3

IG85E SNV Exón 3 1
E92X SNV Exón 4

IR117H SNV Exón 4 I
Y122X SNV Exón4

r 621+1G>T SNV lntrón 4 I-
G178R SNV Exón 5

r 711+1G>T ; SNV lnlrón 5 I
L206W SNV Exón 6

IG330X SNV Exón 8 I
R334W SNV Exón 8

11336K SNV Exón 8 I
R347P SNV Exón 8

IR347H SNV Exón 8 I

k.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosls quistica MiSeqDx™

Variante (nombre
Tipo de variante

Región del gen de
común) CFTR

A455E 5NV Exón 10

~X SNV Exón 11 l,

1717.1G>A SNV Inlrón 11

r G542X SNV Exón J2 I
5549N SNV Exón 12

I 5549R (c.16471>G) SNV Exón 12

G551D SNV Exón 12

r R553X ! SNV I Exón 12

R560T SNV Exón 12

I 1812.1 G>A SNV Intr6n 12,
1898+1G>A SNV lntrón 13

I W846X SNV Exón 15

2789+5G>A SNV Inlrón 16

[ 3120+1G>A SNV Intrón 18

3272-26A>G SNV Inlrón 19

L2'1092X (C>A)
I
SNV Exón 20 I

I
MIl01K SNV Exón 20

[ RIl58X SNV I Exón 22 j,
RIl62X SNV Exón 22

r 3849+10kbC>T I SNV Inlrón 22 I

W1282X SNV Exón 23

r N1303K SNV Exón 24

• DIV es la sigla en inglés de "variante de la delcdónlinserdón".

Extracción de ADN
Se evaluaron tres métodos de extracción comercializados utili7..ados con frecuencia (extracción de bolas magné:~cas,
precipitación por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre total anticoagulada con EOTA.
En el estudio, se utilizó un total de 14 muestras de sangre únicas que representaban cepas salvajes y tres genotipos
mutantes (tres muestras con F508del, una muestra con I506V y una muestra con OllOH). Dos operadores difer~ntes
comprobaron independientemente los tres métodos de extracción de AON. Cada operador llevó a cabo tres e'¿pe-
r¡mentos por método de extracción. Cada operador realizó cada una de las extracciones en días diferentes. La ~on-
centraci6n de ADN y el índice de A2ffJ/A280 de las muestras de AONg extraídas se determinaron mediante
espectrometría. El tamaño de las muestras total para cada método de extracción de este estudio fue de 168 (14

.Ir
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muestras x 2 operadores/método de extracción x 3 experimentos/operador x 2 duplicados/muestra de ADNg
extraída).

r~ _."- -

Número de índice de ¡ndice¡de

I
Método de exlracdón muestras llamada Precisión muestras del

analizadas primer paso"

Prccipitació.npor alcohol 168 100% 100% 1000/.
.._--~---_.

Aislamiento de la rolumna de filtrado de silicio 168 100% 100% 100 o

-- --
Extracción de bolas magnéticas 168 100% 100% 100 o

.•Porcentajede muestra."conun índicede llamadasuperioral99% enel primerexperimento.

dadeADN
El ran O de entrada de ADN del ensa o de 139 variantes de fibrosis uistica MiSe Dx de Illumina se evaluó 11vandog y q q
a cabo un estudio de dilución en serie con 14 muestras de ADN representativas que contenían 16 variantes úni.tas de
la fibrosis quística. Cada muestra se evaluó por duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban lentre
1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, S ng y 1 ng). Para determinar la precisión, sel
compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciación bidireccional de Sanger y las delecioncs\se
compararon con un ensayo de peR. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el límite superior e infenor para
la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un índice de muestra de primer paso del 95 % o superio~, sin
llamadas incorrectas (100 % de precisión y de indice de llamada). . I
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 e 4 X 20 = 80 muestras), mientras que el
límite inferior de 25 ng se analizó con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n = 14 x 20= 280 muestras)~
La precisión y el índice de muestra del primer paso fueron dclloo % en todos los niveles de entrada de ADNJ
Los resultados indican que el ensayo de 139 variantes de fibrosis qulstica MiSeqDx de lllumina se puede utiliz!.r en el
rango de entrada de ADN de 1250 ng a 25 ng para generar resultados precisos. ¡

Sustancias interferentes I
Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en el sistema de fibrosis quística MiSeqDx de Illumina, Je
calificó 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 ~e fibrosis quística con genotipos únicbs. Se
analizaron cuatro sustancias interferentes endógenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) añadi~ndolas
a las muestras de sangre antes de la extracción de ADN. En la tabla siguiente se muestran los límites de concerÜración
de cada sustancia. Asimismo" para evaluar la interferencia resultante de la extracción de sangre (extracción bre~e), se
añadió EDTA a las muestras de sangre y, para evaluar la interferencia resultante de la preparación de muestr~, se
añadió el tampón de lavado final del método de aislamiento de la columna de filtrado de silicio al ADN gen6inico
purificado.
El ensayo de 139 variantes de fibrosis quística MiSeqDx arrojó un índice de llamada del 100% con todas las m.~estras
analizadas, así como una reproducibilidad del 100% en las llamadas de genotipo entre muestras en presencia y
ausencia de sustancias interferentes. ¡
Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de índice del multiplexado, se llevó a cabo un estudiolde la
contaminación cru7.ada con dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigóticos únicos en cuatro po~ciones
genómicas diferentes, y dos cebadores de índice respectivos. No se observaron cambios en las llamadas de variantes
con niveles dc contaminación inferiores al 40 %. El genotipo de la muestra pasó a ser heterocigótico cuando lo~ niveles
de contaminación eran iguales o superiores al 40 %. I
No se observaron interferencias relacionadas con sustancias interferentes exógenas o endógenas. I
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis qurstica MiSeqDxTM

[ ~"."'.~"~-
Concentración Concentración

Numero total de comprobada en cOlnprobadaen índice de !la
duplicados sangre sangre ada

(límite superior) (límite inferior) I
~i1irrubina 16 684 ~rnol/l 137 ~rnol/l 100%

: Colesterol 16 13 rnrnoVI 2,6mmol/1 100%

Hemoglobina 16 2 gil 0,4 gil 100%

Triglicéridos 16 37 rnmol/l 7,4 mmoVl 100%
~-----------"_.
EDTA 16 7/0mg/ml 2,8rnglrnl 100%

ación de muestras
En el marco del ensayo, los cebadores de índice de muestras se utilizan ara asi nar un códi O de barras únic a cadap g g
muestra de ADN, lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciación. Se analizÓun
total de 96 índices de muestras con 8 muestras de AON únicas para verificar la capacidad del ensayo de realitar una
llamada de genotipado homogénea para una muestra determinada con combinaciones de cebadores de índice I
distintas. Cada muestra se analizó con 12 combinaciones de cebadores de índice distintas. Los resultados de la,muestra
se compararon con los datos de secuenciación bidireccional de Sanger en relación con todas las posiciones y Jariantes,
excepto dos deleciones grandes, que se confirmaron mediante un ensayo de PCR doble. La reproducibilidad ~ la
precisión registradas fueron del 100% en todas las combinaciones de cebadores de índice/muestras.

Index

"1'"''
Dra. SILVINI'i ZANELA
DIRECTORA ~ECNICA

MN 14.421
BIOSYSTEiS S.A.

8
9

Referencias
1 Watson MS, Cutting GR, Desnick Rj, Driscoll DA, Klinger K, et al. (2004) Cystic fibrosis population cÁrrier

screening: 2004 revision of American College of Medical Genetics mutation panel. Genetics in Medic¡\'e 6(5):

2 ~~~~i~ee on Genetics. (Abril de 2011) The American College of Obstetricians and Gynecologists cor
l
mittee

Opinion. Update on Carrier Screening for Cystic Fibrosis 486: 1-4.
3 Bobadilla jL, Macek jr. M, Fine jP, Farrel1 PM. (2002) C)'stic Fibrasis: A Worldwide Anal)'sis of CFfR!

Mutations-Correlation Wilh Incidence Data and Application to Screening. Human Mutation 19:575:606.
4 Moskowitz SM, Chmiel jF, Steman DL, Cheng E, Gibson RL, et al. (2008) Oinical practice and genetit

counseling for cystic fibrasis and CFTR-related disorders. Genetics in Medicine 10(12):851-868. I
5 Moskowitz SM, Chmiel jF, Sternen DL, Cheng E, Cutting GR. CFfR-related disorders. Pagon RA, Bir1 Te,

Dolan CR, Stephens K, editors. GeneReviews. Seattle ('NA): University of Washington; 2008. Disponible en
www.ncbi.nlm.nih.govlbooks/NBK1250. [En línea). Actualízado el 19 de febrero de 2008. I

6 Katkin)p. (2012) Cystic fibrasis: Clinical manifestations and diagnosis. Disponible en www.uptodaté.com.
[En línea). 7 de diciembre de 2012. I

7 Farrell PM, Rosenstein Bj, White TB, Accurso Fj, Castel1ani e, et al. 2008 Guidelines for diagnosis of FYstic
fibrosis in newborns through older adults: Cystic Fibrasis Foundation consensus reporto j Pediatr 153(2):54-
S14.
Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry: Annual Data Report 2010.
Cystic Fibrosis Mutation Database (CFfRl). Disponible en www.genet.sickkids.on.ca/app. [En línea). Agosto
~W13. '

10 Rohlfs EM, Zhou Z, Heim R, Nagan N, Rosenblum L, et al. (2011) Cystic Fibrosis Carrier Testing in an
Elhnically Diverse US Population. Clinical Chemistry; 57(6): 841-848. I

11 Clínical and Functional Translation of CFfR (CFTR2). Disponible en www.cftr2.org. [En líneaJ. Agosto de
2013.

/ 50 ~.o pieza 15038347 Rev.A ESP

láeiO / oDie~
o~

ioSystems S.A.

http://www.ncbi.nlm.nih.govlbooks/NBK1250.
http://www.genet.sickkids.on.ca/app.
http://www.cftr2.org.


.9_-'42

12 The Clinical and Functional Translation 01 CFTR (CFTR2) Project. Disponible en
www,naciconlerence,org/art/plenaryarchives/2011.Cutting,pdl, [En línea], Presentado por Garry Cuttin
representación del proyecto CFTR2 en la 25." conferencia anual de fibrosis quística norteamericana (25
Annual Norlh American Cystic Fibrosis Conlerence [NACFC]) patrocinada por la fundación para la li rosis
quística Cystic Fibrosis Foundation, 4 de noviembre de 2011. Anaheim, CA. l

13 Sosnay PR, Siklosi KR, Van Goor F, Kaniecki K, Yu H, et al. (2013) Defining the disease liabilíty 01 vanants in
the cystic fibrosis transme.mbrane conductance regulator gene, Nat Genet. 25 de agosto [publicación I
electrónica antes de impresión).

14 Grody WW, Cutling GR, Klinger KW, Richards CS, Watson MS, Desnick RJ, (Marzo/abril de 2001) Lalioratory
standards and guídelines lor populalion-based cyslic fibrosis camer screening, Genelics in Medicine 3(2):
149-154, I

15 Castellani e, Cuppens H, Macek H Jr, Cassiman jJ, Kerem E, et al. (2008) Consensus on the use and
interpretation 01 cyslic fibrosis mutalion analysis in c1inical practice. J Cyslic Fibrosis 7:179-196, I

16 Pral! VM, Caggana M, Bridges C, Buller AM, DiAntonio L, et al. (May 2009) Development 01 Genomia
Relerence Materials lor Cystic Fibrosis Genetic Testing, Joumal 01Molecular Diagnoslics 11(3): 186-1'/3.

17 Amos J, Feldman GL, Grody WW, Monaghan K, Palomaki GE, et al. (edición de 2008 revisada en ma~zo de
2011) American College 01Medical Genetics Standards and Guidelines lor Clinical Genetic Laboratories,

18 Rehm HL, Bale SJ, Bayrak-Toydemir P, Berg JS, Brown KK, Deignan JL, el al. (2013) ACMG c1inicalla~oratory
standards lor next-generation sequencing, Genelics in Medicine, Genetics in Medicine 15(9): 733-747,

Patentes y marcas registradas
Este documento y su contenido son propiedad de Illumina, Inc. y sus afiliados ("Illumina") y están previstos solamente para el uso contractual
de sus clientes en conexión con el uso de los productos descritos en él y no para ningún otro fin. Este documento y su contenido no se
utilizarán ni distribuirán con ningún otro fin ni tampoco se comunicarán. divulgarán ni reproducirán en ninguna otra forma sin el
consentimiento previo por escrito de Illurnma. Illumina 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 asegurar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, el personal cualificado y adecuadamente capacitado debe
seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender completamente todo el contenido de kste

docu~entoantes de usar estos productos. I
SI NO SE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES DESCRITAS
EN ESTE, PODRÍAN PRODUCIRSE DAÑOS AL PRODUCTO, LESIONES A LAS PERSONAS, INCLUIDOS LOS USUARIOS Y afRos, y

DAÑOS A mRA PROPIEDAD, . I
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 ÁMBITO DE LAS LICENciAS
EXPRESAS ESCRITAS O LOS PERMISOS mORGADOS POR ILLUMINA EN CONEXIÓN CON LA ADQUISICIÓN DE DICHoS
PRODUCTOS POR PARTE DE LOS CLIENTES,

PARA USO DIAGNÓSTICO IN VITRO

@2012-2014 Illumina, Inc. Todos los derechos reservados.
IIlumina y MiSeqDx son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Illumina, Inc. Todas las demás marcas y nombres
mencionados en el presente documento pertenecen a sus respectivos propietarios.

AMPure, Beckman y Beckman Coulter son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coultet, Inc.

r de2014

Lir-i"ia /0 Diez';;;;~~5



Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quística MiSeqDx™

Información de contacto

TIlumina
San Diego, 92122 California (EE. UD.)
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566(fuera de Norteamérica)
techsupport@illumina.com
\V VlTW".illll.m Ü1a. com

B3
Emergo Europe
Molenstraat 15
2513 BH La Haya
Países Bajos

Etiquetado de productos
Consulte la leyenda de los símbolos que se proporciona con cada kit para obtener información completa sobre los
símbolos que pueden aparecer en el embalaje o el etiquetado de los productos.
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- Cebadores de índice

- Cebadores de índice 1

-Tampón de hibridación

•

¡lIumona'

•••

m~u~~~~wll~llinIVJIIIIIIIIIIIIIII
HvbddlUltlon Buffer

lillJ 16036"2 1IIIIIImnlllnn &r'15'C
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4.32 ml ~!W'JllllnJIm ~ (E
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•• ~~b'::g~~CAlt'llU USA
Label PN: 11103U'1.C
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-Mezcla de extensión-ligadura
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-Mezcla Maestra de PCR
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-Grupo de oligonucleótidos del ensayo de secuenciación clínica de fibrosis quística
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Caja 1 B

MiSeqOx. Cystic Fibrasis
Clinical Sequencing Assay
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-Tampón de dilución de biblioteca
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Proyecto de Rótulo Externo
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Proyecto de Rótulo Interno

-Cartucho de reactivo
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-Tampón de lavado restrictivo
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iIIumma'

-Bolas de biblioteca

iIIumlna'...:.:....
';;; library Beads

0=1:= r;;";l
0- ~ 1503Sl47
o•••• =g••••- il!:!!!J 987650(3 . "s'e
!3m1l 1.2mL 2'C -1
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",1l!I!!I líit
_~ ••• _.lnc.= SIn 1);00:>. CA 112122 USA

~ laibel PN: 1S03BG'oCA•••••
-Lavado de normalización de bibliotecas
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-Bolas de limpieza de PCR
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PCR Clean Up BeBds
M'nu1lclured by Btekm.n Coulte, Inc

I lillJ 16036674 nlBlllljl! limo 1r6"Cm1234667890 1U¥ 'Ji 2.C Ji
5 mL UW~ml~lIo ~ (E
~ 000'101101

1, j" mumln •• Ine.
Sin Diego. CA 12122 USA

,_ """ PH, '''''''f,8 iIIumma'

-Celda de flujo

'\I ..,

, -~',/, ~" Lic, 'a roDiez ~

/~ Sio y~~mss.A.
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I"EF115033615 I Fe I o. ! I
150:1234567890 ,

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!/ . 2'CA' S"C ,

~ 2014/12/08 ¡,vol (E ~
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- SanOj~go,CA92122liSA i1lumlna' I

Llb.1 PN.1~036617.C . ,.i
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Proyecto dCaja 4 e Rótulo Externo
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MiSeqDxlll Cystic Fibrosis 5/5
Clinical Sequencing Assay
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-Tampón de elución

~l~l~~~~IJI~'~~1111111111111111
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-Tampón de almacenamiento de biblioteca
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-Placa del filtro
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MiSeqDX Cystic Fibrosis 139-variant Assay (DX-I02-1004; DX-I02-1003)
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-Grupo de oligonucleótidos del ensayo de 139 variantes de fibrosis quística

iIIumlna.
- CF 139-Variant Assay
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- Tampón de hibridación

-Mezcla de extensión-ligadura
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-Mezcla Maestra de PCR
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- Cebadores de índice

- Cebadores de índice 1
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-Bolas de biblioteca

••••• iIlumrna'
el ... Ubrary Beads
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-Lavado de normalización de biblioteca

milll][U~Uilm~~mIJ"11111111111111
library Normalization Wash

lillJ 16036446 nIRllllmnlll!1Ii . ir8'C
lilll1234667890 W6swr z'C -1
4.8 mL ~lW,m!l'ftlln. ~ (E
~ 0001101101

••
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Sen Diego, CA 82122 USA

label PN: 1lS0US1lS.e

-Bolas de limpieza de PCR
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i ! PCRClean Up Beads
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¡ •. 5 mL U~IJMI~lIn ~ (E
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S.n OI'go, CA 92122 USA

_ L.beIPN: 11011179.8 ¡ilumina' j
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Proyecto de Rótulo Externo
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Importado por:
BioSystems S.A
Domicilio: Av. Dorrego 673
Tel. 54-011-4854-7775
DirectoraTécnica: Fann. Silvina Zanela
USOPROFESIONAL EXCLUSIVO
AUTORIZADO POR ANMAT certificado N°:

---------- -
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11111111111110
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Proyecto de Rótulos Internos
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Proyecto de Rótulo Externo

Caja 5
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Importado por:
BioSystems S.A
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Tel. 54-011-4854-7775
Directora Técnica: Farm. Silvina Zanela
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AUTORIZADO POR ANMAT Certificado N°:
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Proyecto de Rótulos Internos

-Reactivos de preamplificación de la caja 5

fHter Plate
Fer Pfé.Amp~iflCatron Use 'Onf)'

lillJ 15026756

imI12;¡456
i1lumlna'

-Reactivos de posamplificación de la caja 5
-Tampón de elución

mlU~~UWl~I~UWUIIIIIIIIIIIIIIII
Elution Buffer

~ 16036474 UmJWfJllD %30'C

1ill]1234567890 Illftl ftJIIlIIIIIliIRf:I16'C
4.8 mL l~S~r1'iIl~ Ilvol (E
~ 0001101101
...1 lIIumlna.lne.
_ San Diego. CA 92122 USA
l.bol PN: 15036608.8

-Tampón de almacenamiento de biblioteca

1111111111111111111111111111111111111111111111111
DX2002794 - LNS1

library Storage Buffer

fillJ 16036470 n'~~11111I1111I1 ftr30'C I

lillJ 1234567890 ltg 15'C -1
3.5 mL ~~~~'J'ln~11InlNID (E
~ 0001/01/01
•••• IlIumlna.lne.
- San Diego. CAS2122 USA iIIumlna'
Label PN: 1SD36619.B
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"2015 ~ Año del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Libres"

Ministerio de Salud
Secretaría de Políticas, Regulación

e Institutos
A.N.M.A.T

CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN DE VENTA DE

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
I

Expediente nO 1-47-3110-3178/14-4
I

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a importar y comercializar el Producto
I

para diagnóstico de uso in vitro denominado 1) GENETIC SE~UENCING

INSTRUMENT - MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACIÓN QUE MIDE LAS

SEÑALES DE FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIANTE EL USO

DE CELDAS DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECÍFICOS (MiSeqDx™ univerJI Kit 1.0);
I

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

ADN GENÓMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL P~RIFÉRICA
I

y EN LA POSTERIOR SECUENCIACIÓN SELECTIVA DE LAS BIBLIOhcAS DE

MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS CLINICAL

SEQUENCING ASSAY/ DISEÑADO PARA LA SECUENCIACIÓN DE LAS REGIONES
. I

CODIFICANTES y LAS REGIONES DE UNION DE INTRONES y EXONES DEL GEN

REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS

QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENÓMICO AISLADO A PARTIR lE SANGRE

HUMANA TOTAL; 4) ~iSeqDXTMCYSTIC FIBROSIS 139- VARIANT ASSA1Y/ENSAYO

CUALITATIVO DISENADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMULT, NEA 139
• • I

MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERES CLINICO EN EL GEN REGULADOR DE LA

CONDUCTANCIA TRAN'SMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (dFTR) . En
envases: J _

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

• Caja 1:
Reactivos de preamplificación de la caja lA:

L.v'



Volumen
Componente Cantidad d.

llenado
Tampón de 1tubo 4,32mi
hibridación --- ------- -
Mezcla de extensión- ¡tubo 4,8mI
ligadura

Cebadores de índice 1tubo 192~1
A(A501)-H(A508) por

cebador
Cebadores de índice 1 ltubo 128~1
(A701)-12 (A712) por

cebador
- _.-~.-------- __ o ------~-.-~.•._ .._ .•._,~~_.-------,----"--,,-.'-' ..
Polimerasa de PCR ltubo 56~1

Mezcla maestra de 1tubo 2,8ml
PCR

Reactivos de posamplificación de la caja lB:
Volumen

Componente Cantidad de
llenado

Diluyente de
nonnalización de
bibliotecas--- -
Tampón de dilución
De biblioteca
Control interno PhiX

I tubo

1tubo

4,6ml

4,5ml

Caja 2:

Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Componente
Cartucho de reactivo
de MiSeqDx

• Caja 3:

¡ Cantidad
2caI1uchos

____ ------J

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

Componente j Cantidad
Volumen
d.

llenado
Tampón de lavado 1botella 24ml ¡-

restrictivo
Tampón de lavado J tubo 4,8ml J.
univer"sa~~i__________ __ _L L _

2



"2015 - Año del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Libres"

Ministerio de Salud
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I Volumen
Componente ! Cantidad de

I llenadoI
Bolas de limpieza de ¡ ltubo

-pmlPCR

Lavado de 12tubos , 4,8ml
normalización de I
bibliotecas .
Bolas de biblioteca Itubo 1,2ml

--
Celda de flujo 2 1 celda de flujo
MiSeqDx contenedores --

Reactivos de posamplificación de la caja 3B:

• Caja 4:

Reactivos de posamplificación de la caja 4:
Volumen

Componente Cantidad de
llenado

._~i~:~~x~~~~~~.~_.__l~~~::~~~,lm.~.~...

• Caja 5:

Reactivos de preamplificación de la caja 5:

Componente Cantidad

Placa del filtro 2 placas

1 Cantidad
Volumen

Componente de

I llenado
Tampón de elución ltubo 4,8m!
Tampón de 1tubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca _.,.__ .._----"~,-----

Reactivos de posamplificación de la caja 5:

3) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS CLINICAL SEQUENCING ASSAY: 48
determinaciones, conteniendo:

• Caja 1:

Reactivos de preamplificación de la caja lA:

3



I
Volumen

Componcnh' Cantidad d.
llenado

GlUpo de I Itubo 600~1
Oligonuc!eótidos del

,
Ensayo de
Secucnciación clínica
De 'librosis quística.
Tampón de

i
¡tubo 4,32011

hibridación 1----"----"--11--------- f---------""" "._._~~.~---- -----
Mezcla de extensión- 1tubo 4,81111
ligadura r
-Eebad~-r~~d;í,;dj~~~---'l---i't~b~--'---"'-' 192~1
C( A503),D(A504)y I por
E(A505) I cebador
Cebadores de índiée I 1tubo 128~1
I(A701), 2(A702) y I PO'
IO(A710) 1 cebador

PolimerasadePCR ] 1tubo 56,d
-,""

._,_._.....___~_.__~______.___J-_ ..___
"-

Mezcla maestra de jltubo 2.8ml
PCR

Reactivos de posamplificación de la caja lB:

Volumen
Componente CanticL'ld d.

llenado

Diluyente de ltubn 4,6ml
nommlización de
bibliotecas

""'-'-"-._--'-'~--~~-""-- --.~---._---
Tampón de dilución 1tubo 4,5ml
De biblioteca

Control intemo PhiX ltubo 1O~1

• Caja 2:

Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Compollen!" Cantidad

f:aJ1ucho de reactivo 6cat1uchos
le MíSeqDx: Ensayo
e sccucnciación clínica
cFQ

• Caja 3:

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

4
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Volumen
Componcnte Caniidad d.

IIcnado

ampón de lavado 1botella

4ml ------j~2trictivo ___ -,--_ . --_ .._--_._.
ampón de lavado ltubo 4,8ml
ruversal i

Reactivos de posamplificación de la caja 38:

Volumen
Componente Cantidad de

Ilcnado

Bolas de limpieza ¡tubo 5ml
dePCR

Lavado de 2tubos 4,8ml
nOlmalización de
b ibtiotecas _.__ ._----~-_..__ ._ .._-_. -------------
Bolas de biblioteca ¡tubo 1,2ml

----------- _ .•._-_._---_. _._--------_ ...__ ..-
Celda de flujo de 6contenedores l celda de Ilujo
MiSeqDx: Ensayo
de secuenciación
clínica de la iibrosis
quística

• Caja 4:

Reactivos de posamplificación de la caja 4:

VolumCII
Componente Cantidad de

llenado

Solución SBS de 6botellas 353,lml
MiScqDx(PR2),
Ensayo de
Secuenciación clínica
de la fibrosis
quística

• Caja 5:

Reactivos de preamplificación de la caja 5:

Volumen
Componente Cantidad de

lIenudo

Placa del flltro 6plac.as N/A

5
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Reactivos de posamplificación de la caja 5:

Volumen
CompOllcllte Cantidad de

llenado

Tampón de elución ._j;~~~----_.--~.'..~~!_,~~-,~~-*-------1.._----_._--_.-._--_.-
Tampón de 3,5ml

Ialmacenamiento de
biblioteca

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

• Caja 1:

Reactivos de preamplificación de la caja lA:

Cllutidad I Volumen
Componentt' de

960 determinaciones 96 determinaciones 1
Jlcnado

Grupo de 10 tubos i !tubo 600fd
,
IOligonuc1eótidos de I

I139 vatiantes de
fíbrosis quística

4,3~Tampón de 10 tubos 11ubo
hiblidación I~
Mezcla de extcnsión- 10 tubos ¡tubo 4,8m!

,
Iligadura I
I~---~---------_._-_. .•• -_1

Cebadores de índice 10 tubos por ltubopor 192~l I
A(ASOl )-H(A508) cebador cebador

Cebadores de índice 1 10 tubos por 1I tubo por l28~l
(A70l)-l2 (A7l2) cebador cebador I-

-1Polimerasa de PCR 10 tubos 1 tubo 56111
.__ ._--,-----~--------" _. ----_ ...-...._--- -_.--, _. -~-,,---_.,-""- --_.-
Mezcla maestra de 10 tuhos 1 tubo 2,81111
PCR i I
Reactivos de posamplificación de la caja lB:

Compol1('ute

LV

Cantidad

960 detenninaciones! 96 determinaciones!

6

Volumen
de

llenado
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Diluyente de
normalización de
bibliotecas

Tampón de dilución
de biblioteca

ControlintemoPhiX

• Caja 2:

JO tubos 1tubo

¡tubo

¡tubo

4,6mi

4,5ml

I

Reactivos de posamplificación de la caja 2:

Componente Cantidad

960 determinaciones 96 detenninaciones

Cartucho de reactivo 20 cartuchos 2 cartuchos
De MiSeq Dx del
ensayode139
variantes de FQ

• Caja 3:

Reactivos de preamplificación de la caja 3A:

CUlltidad Volumcll
Componente de

960 determinaciones 96 detenninaciones
lIellado

Tampón de lavado 10 botellas 1 botella 24ml
restrictivo

.
Tampón de lavado 10 tubos 1 tubo 4,8ml
universal

Reactivos de posamplificación de la caja 3B:

I Cantidad VolumCIl
Componente de

960 determinaciones 96 determinaciones
llenado

Bolas de limpieza de la tubos 1 tubo 5ml
PCR

Lavado de 20 tubos 2 tubos 4,8ml
normalización de
bibliotecas ._-~~-
Bolas de biblioteca lOtubos ltubo I ,2m]

..~
Celda de l1ujo de 20 2 I celda de
MiSeq Dx del ensayo contenedores contenedores t1~io
de] 39variantesde IFQ I ;

7
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• Caja4:

Reactivosde posamplificaciónde la caja 4:

Cantidad VolunH'1l
COlllpoI1Cnt(~ de

960 determinaciones 96 detenninaciones 1Il.'llado
So!uciónSBS de 20botcllas 2botcllas 353,lml
MiScqDx(PR2)del
ensayodcl39
variantesdcFQ

• Caja 5:

Reactivosde preamplificaciónde la caja 5:

Cantidad
Componente

960 detenninaciones 96 determinaciones

Placa del filtro 20placas 2placas

Reactivosde posamplificaciónde la caja 5:

Cantidad Volumen

I
Componente

960 detenninaciones I 96 determinaciones de
llenado

Tampón de elución 10 tubos Itubo 4,8ml-----_ .._-_._-_.-.---- -
'1:1.ll1póll de 10 tubos 1tubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca

Se le asigna la categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en

las condiciones establecidas en la Ley NO 16.463 Y Resolución Ministerial N°

145/98. Lugar de elaboración: ILLUMINA. 5200 IlIumina Way. San Diego, CA

92122. (USA). Vida útil: 1) CINCO (5) años, desde la fecha de elaboración

conservado entre -10 y 40 oC; 2), 3) Y 4) TRECE(13) meses, desde la fecha de

elaboración conservado: caja 1 y 2 entre -25 y -15 oC, caja 3 y 4 entre 2 y 8 oC

y caja 5 entre 15 - 30 oC En las etiquetas de los envases, anuncios y prospectos

8
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I

Buenos Aires, !~i NOV. 2015
Firma y sello

BA.L¡6NAaao UiRN4
SU8AOMINISTRAOOR NACiONAL

DECRETONe 1368/2015
A.N.M.A.~.
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