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Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO
N.° de catalogo 20036925: 1-4 experimentos, hasta 96 muestras por kit

Descripcion general del producto

TruSight™ Cystic Fibrosis Library Prep es un kit de preparacién de librerias compatible con TruSight Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay y con TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.

Uso previsto de TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (antes conocido como MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
de lllumina) es un sistema cualitativo de diagnéstico in vitro utilizado para detectar de forma simultanea

139 mutaciones y variantes de interés clinico que provocan la enfermedad de la fibrosis quistica del gen
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) en el ADN gendmico aislado de las muestras de sangre humana completa periférica.
Las variantes incluyen las recomendadas en 2004 por el American College of Medical Genetics (ACMG)' y las
recomendadas en 2011 por el American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG).2 La prueba esta
disefiada para el cribado de portadores en adultos en edad reproductiva, en pruebas de diagndstico de
confirmacién de recién nacidos y nifios, y como prueba inicial para ayudar en el diagndstico de personas con
posibles sintomas de fibrosis quistica. Los resultados de esta prueba pueden interpretarlos tanto un genetista
molecular clinico acreditado como un homoélogo y deben utilizarlos junto con el resto de la informacién clinica'y
de laboratorio disponible.

Esta prueba no esta indicada para el cribado de recién nacidos, pruebas diagnésticas fetales, pruebas previas a
implantaciones o fines de diagndstico independientes.

La prueba esta disefiada para su uso con MiSeqDx Instrument de lllumina.

Uso previsto de TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (anteriormente denominado MiSegDx Cystic Fibrosis
Clinical Sequencing Assay de lllumina) es un sistema de diagnéstico in vitro de secuenciacion selectiva que
resecuencia las regiones de codificacién de proteinas y los limites de intrones/exones del gen regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) en el ADN gendmico aislado de muestras de sangre
humana completa periférica obtenidas en KoEDTA. La prueba detecta variantes de nucleétido Gnico, asi como
pequeiias indels en la regidn secuenciada, e identifica, asimismo, dos mutaciones intrénicas profundas y dos
deleciones de gran tamafio. La prueba esta disefiada para su uso con MiSegDx Instrument de lllumina.

La prueba se ha disefiado para utilizarla como ayuda en el diagnéstico de personas con sintomas de fibrosis
quistica (FQ). Este ensayo resulta mas apropiado cuando el paciente presenta una fibrosis quistica atipica o no
clasica, o cuando otros paneles de mutaciones no han podido identificar las mutaciones causantes. Los
resultados de la prueba los debe interpretar un especialista certificado en genética molecular clinica o un
homélogo, y se deben utilizar junto con otra informacion disponible como, por ejemplo, los sintomas clinicos,
otras pruebas diagnésticas y los antecedentes familiares.

Esta prueba no esta indicada para fines de diagndstico independiente, pruebas diagnésticas de fetos, pruebas
previas a implantaciones, el cribado de portadores, el cribado de recién nacidos o el cribado poblacional.
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Informacion sobre la fibrosis quistica

Descripcion clinica

La fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades genéticas mas comunes del mundo occidental y el
trastorno autosémico recesivo mas frecuente que supone una amenaza para la vida entre la poblacién blanca
no hispana.?-” La FQ afecta a la viscosidad de las secreciones mucosas y al epitelio de las vias respiratorias, el
pancreas, los intestinos, el sistema hepatobiliar, el tracto genital masculino y las glandulas sudoriparas, y
provoca enfermedades multisistémicas complejas en varios 6rganos.*-® Cabe destacar que los pulmones son el
principal sistema anatémico asociado a la morbilidad y mortalidad.®2 En muchos casos, el deterioro nutricional
presagia la evolucién de la enfermedad pulmonar de la FQ. Un enfoque clave de los esfuerzos intervencionistas
actuales es el diagnéstico precoz mediante el cribado de los recién nacidos,’ porque facilita un acceso a tiempo
a los servicios médicos fundamentales y garantiza el mejor resultado posible para las personas que padecen
esta enfermedad.*’ Aunque existen diferencias en la supervivencia segin el sexo (se registra una mediana
correspondiente a la supervivencia superior en los hombres que en las mujeres), el valor de la mediana
correspondiente a la supervivencia es de 38,3 afios en EE. UU.8

Variantes e incidencia de CFTR

2

El gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) identificado en 1989 se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 y contiene 27 exones de codificacién repartidos en 230 kb.* Un
ARNmM de 6,5 kb producido por el alelo normal codifica la CFTR, una proteina integral de membrana de 1490
aminoéacidos que funciona como un canal de cloruro regulado en las células epiteliales de varios 6rganos.*® En
la actualidad, hay mas de 1900 variantes de CFTR descritas, y la mayoria de ellas son mutaciones puntuales.®
La variante mas habitual de la CFTR es el alelo F508del,® que representa casi un 70 % de todas las variantes de
la CFTR.2 No obstante, a menudo otras variantes habituales de la CFTR suelen conllevar el fenotipo de la
fibrosis quistica y otras enfermedades relacionadas con la CFTR.3-5

La fibrosis quistica tiene una incidencia estimada de uno entre 2000 a 4000 nacidos vivos y una prevalencia de
aproximadamente 30 000 personas en la poblacién estadounidense.* Se da en todo tipo de etnias y razas con
diferentes frecuencias: una de cada 3000 personas caucasicas; una de cada 9200 personas hispanoamericanas;
una de cada 10 900 personas nativas americanas; una de cada 15 000 personas afroamericanas; y una de cada
31 000 personas asiaticoamericanas.*® En la Tabla 1 se proporcionan los calculos actuales de frecuencia de
portadores de la mutacion de CFTR por origen étnico en los EE. UU. basados en una cohorte de 364 890
individuos sometidos a pruebas para determinar portadores sin antecedentes familiares de fibrosis quistica.

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP Mayo de 2022



Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

Tabla1 Frecuencia general de portadores de mutacion de fibrosis quistica en distintos grupos étnicos de EE. uu.'°

Grupo étnico Frecuencia de portadores observada
Afroamericano 1 de cada 84
Judio asquenazi 1 de cada 29
Asiatico 1 de cada 242
Blanco 1 de cada 28
Hispano 1 de cada 59
Judio 1 de cada 32
De Oriente Medio 1 de cada 91
Nativo americano 1 de cada 70
Sudasiatico 1 de cada 118
Otro origen étnico 1 de cada 111
Otro origen étnico: >1 origen étnico 1 de cada 34
Otro origen étnico: mitad afroamericano 1 de cada 56
Otro origen étnico: mitad blanco 1 de cada 32
Otro origen étnico: mitad hispano 1 de cada 51
No se indica 1 de cada 37
Todos los individuos 1 de cada 38

Resumen y explicacion de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Descripcidn general del proyecto CFTR2

El proyecto CFTR2 es una iniciativa internacional dirigida por un equipo de investigadores y médicos y
financiada por el instituto estadounidense de sanidad (National Institute of Health) y la fundacién para la fibrosis
quistica de EE. UU. (U.S. Cystic Fibrosis Foundation).!!:2 Este proyecto se ha concebido para proporcionar
informacién clinica y funcional detallada y revisada por expertos acerca de las variantes de CFTR. Para validar
clinicamente todas las variantes de la fibrosis quistica con frecuencias de alelos de un minimo del 0,01 %, 25
registros de fibrosis quistica y clinicas de todo el mundo'® aunaron recursos con el fin de emparejar
informacioén clinica de mas de 39 000 pacientes con fibrosis quistica con, aproximadamente, 1900 variantes de
fibrosis quistica que se habian registrado con el paso de los afios en la base de datos del CFTR1 en el hospital
de pediatria Hospital for Sick Children de Toronto (Canad4).!!'3 Se analizaron las caracteristicas clinicas, tales
como la concentracién de cloruro en sudor, la funcién pulmonar (prediccion de FEV1%) y el estado
pancredatico, junto con la informacién de genotipo de CFTR. El enfoque sistematico del andlisis simultaneo de
estas variantes desde perspectivas clinicas, funcionales y genéticas definié 134 variantes Gnicas que causan la
fibrosis quistica en 129 posiciones gendmicas Unicas (ya que, en el caso de cinco posiciones, aparecen dos
cambios de nucleétidos en la misma posicion) en la base de datos del CFTR2 (desde agosto de 2013). Se
espera que el uso de un panel que abarque todas estas variantes incluya al 95,4 % de los alelos que causan la
fibrosis quistica y permita aumentar la identificacion de parejas en riesgo mediante la deteccién de ambos alelos
de un 72 % a, aproximadamente, un 91 % con el panel de 23 variantes recomendado por la ACMG.

Variantes de CFTR del panel

Las variantes que se notificaron en Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se seleccionaron especificamente porque
representan todo el conjunto de variantes clinicamente validadas clasificadas como causantes de la FQ en la
base de datos del CFTR2 de la universidad Johns Hopkins University, un producto de la iniciativa CFTR2
(Clinical and Functional Translation of CFTR).
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El ensayo realiza pruebas de lo siguiente: 134 variantes que provocan la FQ, una variante de panel
recomendada por la institucion estadounidense de genética médica (ACMG) (R117H, clasificada como mutacion
de consecuencia clinica variable [MVCC] segun CFTR2), una variante de modificacién descrita de forma
secundaria (Poli-TG/Poli-T) y tres variantes benignas descritas de forma secundaria (1506V, 1507V y F508C)'4
para un total de 139 variantes descritas.

Las 134 variantes que causan la FQ corresponden a 129 variantes que causan la FQ de la base de datos del
CFTR2. La base de datos del CFTR2 incluye cinco variantes que causan la FQ, que pueden sufrir el mismo
cambio a nivel proteico a partir de dos cambios de nucleétidos diferentes como, por ejemplo, S466X(C>A) y
S$466X(C>G). Estas cinco variantes se enumeran de acuerdo con el codén de aminoacidos de la base de datos
del CFTR2 (por ejemplo, S466X), mientras que el ensayo especifica cada una de las variantes como, por
ejemplo, S466X(C>A) y S466X(C>G). En la Tabla 2 se puede consultar la lista de 139 variantes descrita en Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay. Negrita=ACMG-23; cursiva=descritas de forma secundaria.

Tabla 2 Resumen de las variantes de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
[Las variantes se enumeran por orden de coordenadas gendmicas; el cambio a nivel de los nucleétidos asociados
para cada variante se muestra entre paréntesis.]

M1V (c.1A>G)

CFTRdele2,3
(c.54-5940_
273+10250del21kb)

Q39X (c.115C>T)

E6O0X (c.178G>T)
P67L (c.200C>T)

R75X (c.223C>T)
G85E (c.254G>A)

394delTT
(c.262_263delTT)

405+1G>A (c.273+1G>A)
406-1G>A (c.274-1G>A)
E92X (c.274G>T)

E92K (c.274G>A)
Q98X (c.292C>T)

457TAT>G
(c.325_327del TATinsG)

D110H (c.328G>C)
R117C (c.349C>T)
R117H (c.350G>A)
Y122X (c.366T>A)

574delA (c.442delA)
621+1G>T (c.489+1G>T)
663delT (c.531delT)

T338l (c.1013C>T)
S341P (c.1021T>C)

1154insTC (c.1022_
1023insTC)

R347H (c.1040G>A)
R347P (c.1040G>C)

R352Q (c.1055G>A)
1213delT (c.1081delT)
1248+1G>A (c.1116+1G>A)

1259insA (c.1127_1128insA)
W401X(c.1202G>A)
WA401X (c.1203G>A)

1341+1G>A (c.1209+1G>A)

1461ins4 (c.1329_
1330insAGAT)

A455E (c.1364C>A)

1525-1G>A (c.1393-1G>A)
S466X (C>A) (c.1397C>A)
S466X (C>G) (c.1397C>G)
L467P (c.1400T>C)

1548delG (c.1418delG)t
S489X (c.1466C>A)
S492F (c.1475C>T)
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R553X (c.1657C>T)
A559T (c.1675G>A)

R560T (c.1679G>C)

R560K (c.1679G>A)

1811+1,6kbA>G
(c.1679+1,6kbA>G)

1812-1G>A (c.1680-1G>A)
E585X (c.1753G>T)
1898+1G>A (c.1766+1G>A)

1898+3A>G (c.1766+3A>G)
2143delT (c.2012delT)

2183AA >G (c.2051_
2052delAAinsG)

2184delA (c.2052delA)
2184insA (c.2052_2053insA)

R709X (c.2125C>T)

K710X (c.2128A>T)
2307insA (c.2175_2176insA)
L732X (c.2195T>G)
2347delG (c.2215delG)

R764X (c.2290C>T)
2585delT (c.2453delT)
E822X (c.2464G>T)

3272-26A>G (c.3140-26A>G)
L1065P (c.3194T>C)

R1066C (c.3196C>T)

R1066H (c.3197G>A)
L1077P (c.3230T>C)

W1089X (c.3266G>A)
Y1092X(C>A) (c.3276C>A)
Y1092X(C>G) (c.3276C>G)

M1101K (c.3302T>A)
E1104X (c.3310G>T)
R1158X (c.3472C>T)

R1162X (c.3484C>T)
3659delC (c.3528delC)

$1196X (c.3587C>G)

W1204X (c.3611G>A)
W1204X (c.3612G>A)
3791delC (c.3659delC)

3849+10kbC>T
(c.3717+12191C>T)

G1244E (c.3731G>A)
3876delA (c.3744delA)
S1251N (c.3752G>A)
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G178R (c.532G>A)
711+1G>T (c.579+1G>T)

71143A>G (c.579+3A>G)

71145G>A (c.579+5G>A)

712-1G>T (c.580-1G>T)
H199Y (c.595C>T)
P205S (c.613C>T)

L206W (c.617T>G)

Q220X (c.658C>T)

852del22 (c.720_
741delAGGGAGAAT
GATGATGAAGTAC)

1078delT (c.948delT)
G330X (c.988G>T)
R334W (c.1000C>T)
1336K (c.1007T>A)

Q493X (c.1477C>T)

1507del (c.1519_
1521delATC)

F508del (c.1521_
1523delCTT)

1677delTA (c.1545_
1546delTA)

V520F (c.1558G>T)
Q525X (c.1573C>T)T
1717-8G>A (c.1585-8G>A)

1717-1G>A (c.1585-1G>A)

G542X (c.1624G>T)
S549R (c.1645A>C)

S549N (c.1646G>A)
S549R (c.1647T>G)
G551D (c.1652G>A)
Q552X (c.1654C>T)

Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

2622+1G>A (c.2490+1G>A)
E831X (c.2491G>T)

WB846X (c.2537G>A)

R851X (c.2551C>T)

2711delT (c.2583delT)
278945G>A (c.2657+5G>A)
Q890X (c.2668C>T)

L927P (c.2780T>C)

S945L (c.2834C>T)
3007delG (c.2875delG)

G970R (c.2908G>C)
3120G>A (c.2988G>A)
3120+1G>A (c.2988+1G>A)
3121-1G>A (c.2989-1G>A)

3905insT (c.3773_3774insT)
W1282X (c.3846G>A)

4005+1G>A (c.3873+1G>A)

4016insT (c.3884_3885insT)

N1303K (c.3909C>G)
Q1313X (c.3937C>T)

4209TGTT>AA (c.4077_
4080delTGTTinsAA)

CFTRdele22,23 (c.3964-78_
4242+577del)

4382delA (c.4251delA)
Poli-TG/Poli-T

1506V (c.1516A>G)
1507V (c.1519A>G)
F508C (c.1523T>G)

T Clasificado en la base de datos de CFTR2'? como una variante que provoca la FQ, mientras que el articulo de Sosnay13 clasifica la variante como

indeterminada. La clasificacion de la base de datos es mas reciente y refleja la prueba funcional completa que no estaba disponible en el momento de la

publicacién de Sosnay.

Resumen y explicaciéon de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Diseno del ensayo

Mayo de 2022

Todas las regiones de codificacion de proteinas en el gen CFTR, incluida la secuencia intronica adyacente de
10 nt, se detectan en todos los exones excepto en tres (los exones 7, 10 y 20). En el caso de los exones 7 y 10,
solo se incluye la secuencia intronica adyacente de 5 nt en el extremo 5' del exdn para evitar indels
homopoliméricas proximales. En el caso del exdn 20, se incluye la secuencia intrénica adyacente de 30 nt en el
extremo 5' del exén para posibilitar la deteccién de la mutacién 3272-26A>G. Ademas, el ensayo detecta,
aproximadamente, 100 nt de secuencia adyacente en las regiones no traducidas 5' y 3', dos mutaciones
intrénicas profundas (1811+1.6kbA>G y 3489+10kbC>T), dos deleciones de gran tamano (CFTRdele2,3 y
CFTRdele22,23) y la region Poli-TG/Poli-T. La cobertura total del ensayo se muestra en las posiciones de las
coordenadas gendmicas que se indican en la Tabla 3.

A\

NOTA:

Existen limitaciones en cuanto a la deteccién de deleciones en ubicaciones genémicas especificas de
las regiones secuenciadas de este ensayo (consulte Limitaciones del procedimiento de Cystic
Fibrosis Clinical Sequencing Assay en la pagina 9).
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Tabla 3 Cobertura de coordenadas gendmicas de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Inicio de la coordenada genémica Detencion de la coordenada Longitud
hg19 (cromosoma 7) gendémica hg19 (cromosoma 7) (par de bases)

CFTR_Exon 1 117120041 117120211 171
CFTR_Exon 2 117144297 117144427 131
CFTR_Exon 3 117149078 117149206 129
CFTR_Exon 4 117170943 117171178 236
CFTR_Exon 5 117174320 117174429 110
CFTR_Exon 6 117175292 117175475 184
CFTR_Exon 74 117176597 117176737 141
CFTR_Exon 8 117180144 117180410 267
CFTR_Exon 9 117182060 117182172 113
CFTR_Exon 10% 117188690 117188887 198
CFTR_Exon 11 117199508 117199719 212
CFTR_Exon 12 117227783 117227897 115
CFTR_Intron 12* 117229516 117229526 1
CFTR_Exon 13 117230397 117230503 107
CFTR_Exon 14 117231978 117232721 744
CFTR_Exon 15 117234974 117235122 149
CFTR_Exon 16 117242870 117242927 58
CFTR_Exon 17 117243576 117243846 271
CFTR_Exon 18 117246718 117246817 100
CFTR_Exon 19 117250563 117250733 171
CFTR_Exon 20* 117251605 117251872 268
CFTR_Exon 21 117254657 117254777 121
CFTR_Exon 22 117267566 117267834 269
CFTR_Intron 22* 117280010 117280020 11
CFTR_Exon 23 117282482 117282657 176
CFTR_Exon 24 117292886 117292995 110
CFTR_Exon 25 117304732 117304924 193
CFTR_Exon 26 117305503 117305628 126
CFTR_Exon 27 117306952 117307262 311
Total de bases 5203**

A En el caso de los exones 7 y 10, solo se incluye la secuencia intrénica adyacente de 5 nt en posiciéon ascendente respecto del exén para evitar las
elongaciones homopoliméricas en estas regiones. En el caso del exén 10, esta es la region Poli-T/Poli-TG del intrén 9. Esta region se trata de forma especial e
independiente.

*En el caso de las mutaciones intrénicas profundas, también se incluyen cinco nucleétidos adyacentes a la variante de nucleétido unico (SNV, single
nucleotide variant) en cada lado.

* En el caso del ex6n 20, la secuencia intrénica adyacente de 30 nt se incluye en el extremo 5' del exén para permitir la deteccién de la mutacion 3272-26A>G.
** Con las dos deleciones de gran tamafio y las regiones Poli-TG/Poli-T, las posiciones/regiones totales son 5206.
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Principios del procedimiento

TruSight Cystic Fibrosis Library Prep esta concebido para preparar manualmente las librerias que se utilizan en
la secuenciacion de ADN de muestras de sangre completa periférica. La preparacién de librerias consta de
cuatro pasos clave: hibridacién, extensidon-ligadura, amplificacion PCR y normalizacién de librerias.

NOTA
A Los procedimientos de preparacion de librerias son los mismos para Cystic Fibrosis 139-Variant
Assay y para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.

Preparacion de librerias

Sonda Sonda - e
\personalizada 1_Regiéndeinterés personalizada2 ______  ~=r====

A
= =
[Ju’sj I?:ildjltld 1 persc?r:} glfizida 2
2 2P777777777777777777777777

P7 indice 1 ndice 2 pg

D —

A Hibridacioén: la primera etapa, la hibridacién, hibrida una mezcla de oligonucleétidos ascendentes y
descendentes especificos para el gen de la fibrosis quistica con el ADN gendémico de entrada. Al final de
este proceso, un procedimiento de lavado de tres pasos con un filtro con capacidad de seleccion de
tamano elimina los oligonucleétidos sin ligar del ADN genémico.

B Extensién-ligadura: el segundo paso, la extensién-ligadura, conecta los oligonucleétidos ascendentes
y descendentes hibridados. Una polimerasa del ADN se extiende desde los oligonucleétidos
ascendentes hasta la region objetivo, seguida de la ligadura hasta el extremo 5’ del oligonucleétido
descendente mediante el uso de una ligasa de ADN. El resultado es la formacion de productos que
contienen oligonucleétidos especificos de la fibrosis quistica flanqueados por las secuencias requeridas
para la amplificacion.

C Amplificaciéon PCR: el tercer paso, la amplificacion PCR, ampilifica los productos de extension-ligadura
con adaptadores de indice que afaden secuencias de indice para el multiplexado de muestras, asi
como los adaptadores comunes necesarios para la generacién de grupos en MiSegDx. Al final de este
proceso, un procedimiento de limpieza mediante PCR purifica los productos de PCR (denominado
libreria).
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D Normalizacion de librerias: el paso final, la normalizacién de librerias, normaliza la cantidad de cada
libreria para garantizar una representacion de librerias mas equitativa en la libreria agrupada definitiva.
Al final de este proceso, la libreria agrupada se carga en MiSeqDx para proceder con la secuenciacion
mediante el uso de la quimica de SBS.

Secuenciacion

La quimica de SBS utiliza un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucleétidos
Unicos a medida que se incorporan a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciacién,
se afiade un desoxinucledétido trifosfato (dANTP) tinico marcado con fluorescencia a la cadena de acido nucleico.
El nucleétido marcado sirve como terminador para la polimerizacién, de modo que tras cada incorporacién de
dNTP, el colorante fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuacién, la segmentacion
enzimatica para permitir la incorporacion del nucleétido siguiente. Puesto que los cuatro dNTP ligados al
terminador reversible (A, G, T, C) estan presentes como moléculas Unicas, la competencia natural de moléculas
separadas minimiza la tendencia a la incorporacién. Las llamadas de base se realizan directamente a partir de
las mediciones de intensidad de sefial durante cada ciclo de secuenciacion. El resultado es la secuenciacion
base por base.

Analisis de datos

El primer paso del andlisis de datos se denomina andlisis primario. Este proceso se lleva a cabo con el software
de anadlisis en tiempo real (RTA, Real Time Analysis) y genera llamada de bases y puntuaciones de calidad. En el
paso siguiente, denominado analisis secundario, se procesan las llamadas de bases generadas durante el
andlisis primario con el fin de generar informacion de cada muestra. El analisis secundario se lleva a cabo con
el software Local Run Manager, e incluye demultiplexado, generacién de un archivo FASTQ, alineacién,
llamadas de variantes y generacién de archivos VCF que contienen informacion de las variantes encontradas en
posiciones concretas del genoma de referencia.

Demultiplexado: si el experimento contiene varias muestras y tiene lecturas de indice, este es el primer paso
del andlisis secundario. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en funciéon de los indices
de secuencia Unicos que se anadieron durante el paso de amplificacion PCR.

Generacioén de archivos FASTQ: tras el demultiplexado, Local Run Manager genera archivos intermedios en
el formato FASTQ, que es un formato de texto empleado para representar secuencias. Los archivos FASTQ
contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones de calidad, excepto las lecturas de los grupos que
no hayan superado el filtro.

Alineacion: la alineacion compara secuencias con la referencia para identificar una relacion entre las
secuencias y asigna una puntuacion en funcién de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se escriben
en archivos con formato BAM. En el caso de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y de Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay, un algoritmo de Smith-Waterman realiza alineaciones de secuencias locales para determinar
regiones similares entre dos secuencias.

Llamadas de variantes: este paso registra las variantes de nucleétido Unico (SNV), las inserciones y
deleciones (indels) y otras variantes estructurales en un archivo de texto normalizado llamado
TruSightCF139VariantAssay.txt para Cystic Fibrosis 139-Variant Assay o TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt
para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.
Para obtener mas informacién acerca del flujo de trabajo de anadlisis, consulte las guias del software de andlisis
que acompana al MiSegDx. La Guia de flujo de trabajo de Local Run Manager CF 139-Variant 2.0 Analysis
Module corresponde al n.° de documento 1000000100945. La Guia de flujo de trabajo de Local Run Manager CF
Clinical Seq 2.0 Analysis Module corresponde al n.° de documento 1000000100946. La Guia de flujo de trabajo
de Local Run Manager CF 139-Variant 2.0 Micro Analysis Module corresponde al n.° de documento 200017946.
La Guia de flujo de trabajo de Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0 Micro Analysis Module corresponde al n.°
de documento 200017945.
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Limitaciones del procedimiento de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Para uso diagnéstico in vitro.

Los resultados obtenidos con Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se deben utilizar e interpretar en el marco de
una evaluacioén clinica completa.

El ensayo se ha disefiado para la identificacion de un subconjunto especifico de variantes conocidas en el gen
de la CFTR y no incluye todas las variantes identificadas en él. Concretamente, el ensayo solo identifica los
cambios a nivel de los aminoacidos si estos estan asociados a los cambios de nucleétido tal y como se
muestran en la Tabla 2. Mientras que otros cambios a nivel de los nucleétidos pueden provocar los mismos
cambios a nivel de los aminoacidos, estos cambios no los identificara el ensayo. Por lo tanto, la no
identificacién de una variante no garantiza que no existan otras variantes de la CFTR en las muestras que se
estén analizando.

Las variantes identificadas con este ensayo varian en frecuencia en funcién de las distintas poblaciones.

Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridacién, los polimorfismos o las variantes
subyacentes en regiones de ligadura de oligonucleétidos pueden afectar a los alelos que se estén
comprobando y, en consecuencia, a las llamadas realizadas.

El ensayo no puede determinar si la orientacion de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de la variante R117H es
del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas adicionales
para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por ejemplo, 12-13[TG] o
5T), se encuentra en orientacién cis-trans respecto de la variante R117H.

Poli-TG/Poli-T son regiones homopoliméricas conocidas por ser dificiles de interpretar con ensayos basados
en secuencias debido al deslizamiento de la polimerasa. Se obtuvo un indice de llamadas incorrectas del 0,9 %
(4/448) con los resultados de Poli-TG/Poli-T, lo que arrojé una discrepancia de +1 TG en comparacién con la
secuenciacion bidireccional de Sanger (Tabla 16).

Limitaciones del procedimiento de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing
Assay

Para uso diagnéstico in vitro.

Los resultados obtenidos mediante Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay se deben utilizar e interpretar en
el contexto de una evaluacion clinica completa.

El ensayo secuencia las siguientes regiones del gen CFTR:
Todas las regiones de codificacién de proteinas del gen CFTR en 27 exones.
Entre 5 y 10 bases de secuencia intrénica adyacente.
Cien nucleétidos de secuencia intrénica en las regiones no traducidas 5’ y 3’.
Dos mutaciones intrénicas profundas (1811+1,6kbA>G y 3489+10kbC>T).
La secuencia Poli-TG/Poli-T ubicada en el intron 9.
Un total de 5206 posiciones/regiones de los 188 702 pares de bases posibles en el gen.

El ensayo se ha disefiado para la secuenciacion de las regiones de codificacion de proteinas y los limites de
intrones/exones del gen CFTR, y no incluye todas las regiones intronicas ni las deleciones de gran tamafo. En
consecuencia, un resultado global de cepa salvaje no garantiza que otras mutaciones/variantes del regulador
de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) no estén presentes en las muestras que se
analizan.
El ensayo se ha disefiado para detectar dos deleciones especificas de gran tamano: CFTRdele2,3 y
CFTRdele22,23. El ensayo no puede detectar ni identificar otras deleciones de gran tamafno. Este ensayo
solo esté validado para las inserciones y deleciones de hasta 3 pb.
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Todas las inserciones o deleciones se alinean a la izquierda en las regiones homopoliméricas, a diferencia de
las alineadas a la derecha siguiendo la nomenclatura HGVS. Por ejemplo, la variante c.313delA (con el contexto
de secuencia GAATC) se identifica como una delecion G-ATC, pero la delecién se registra en dbSNP como una
delecién GA-TC. Las 135 variaciones de fibrosis quistica (FQ) enumeradas en la base de datos CFTR2 como
causantes de la enfermedad (conforme a la version 04/10/2012 de la base de datos de variantes) son una
excepcion de lo anterior. Conforme a los registros, todas las indels en las regiones homopoliméricas incluidas
en este conjunto de variaciones coinciden con las notificaciones de variantes esperadas segun la base de
datos CFTR2.13

El ensayo tiene una limitaciéon en cuanto a la deteccidon de deleciones en ubicaciones gendmicas especificas de
las regiones secuenciadas. En la Tabla 4 se enumeran las coordenadas genémicas con deleciones que el
ensayo no puede identificar. El ensayo no puede detectar las deleciones que incluyan la base o las bases de la
columna de limitaciones.

Tabla 4 Coordenadas gendmicas en las que no se pueden detectar deleciones

Region del gen de CFTR Coordenadas gendémicas del hg19 (cromosoma 7)
CFTR_Exon1 117120041; 117120211
CFTR_Exon3 117149091

CFTR_Exon4 117170953-117170954*; 117171082
CFTR_Exon5 117174362

CFTR_Exon6 117175417

CFTR_Exon7 117176621

CFTR_Exon8 117180176-117180177*
CFTR_Exon9 117182126

CFTR_Exon10 117188771

CFTR_Exon11 117199544-117199545%; 117199697
CFTR_Exon12 117227802

CFTR_Exon14 117232106-117232107*; 117232466-117232467*; 117232609
CFTR_Exon17 117243705; 117243843
CFTR_Exon18 117246751

CFTR_Exon19 117250688

CFTR_Exon20 117251788

CFTR_Exon22 117267721

CFTR_Exon23 117282597

CFTR_Exon24 117292953

CFTR_Exon25 117304740-117304741*; 117304869
CFTR_Exon26 117305518

CFTR_Exon27 117307178

*Las Unicas deleciones que no se pueden detectar son las que incluyen las dos bases que se muestran aqui. Por ejemplo, en la regién Exon8, las Unicas
deleciones que no se pueden detectar son las iguales o superiores a 2 pb que incluyan las bases en las coordenadas genémicas 117180176 y 117180177. Una
delecion de base sencilla en las coordenadas 117180176 o 117180177 se puede detectar.
Si la coordenada afectada que se muestra en la Tabla 4 es la base mas a la izquierda de la regién
homopolimérica, no se puede detectar una delecion de cualquier otra posicién de la elongacién
homopolimérica porque no se puede distinguir de una delecion en la coordenada afectada.
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El ensayo no puede detectar un total de cinco variantes enumeradas en la base de datos clinica ClinVar
(acceso a la version de diciembre de 2014 de la base de datos). Estas cinco variantes especificas se
incluyen en la Tabla 5. Esta limitacién del ensayo no afecta a ninguna de las variantes enumeradas en la
base de datos de la fibrosis quistica, CFTR2 (version 04/10/2012 de la base de datos). No existian datos
disponibles para ninguna de las variantes.

Tabla 5 Variantes conocidas no detectadas por Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

N.° de Region del Ubicacion genémica Nombre de Nombre de

variante DICLAGILLET gen de CFTR (cromosoma 7) ADNc (HGVS) proteina (HGVS) LGOS
1 RCV000046424 CFTR_Exon3 117149091 c.168delA p.Glu56Aspfs rs397508269
2 RCV000046687 CFTR_Exon17 117243703- c.2775_ p-Leu926Alafs rs397508433
117243704* 2776delTT
RCV000046688 CFTR_Exon17 117243705 c.2777delT p.Leu926Cysfs rs397508434
RCV000046782 CFTR_Exon19 117250690* c.3106delA p.Thr1036Profs rs397508497
5 RCV000046857 CFTR_Exon20 117251789* c.3294delG p.Trp1098Cysfs rs397508534

*En estos casos, las coordenadas afectadas estan incluidas en una regién homopolimérica.

Las variantes identificadas con este ensayo varian en frecuencia en funcion de las distintas poblaciones. No es
posible validar todas las combinaciones de variantes que se pudieron detectar en el gen CFTR con este
ensayo. Se recomienda que el usuario confirme las variantes excepcionales y nuevas con un método de
referencia validado.

Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridacién, los polimorfismos, las mutaciones, las

inserciones o las deleciones subyacentes en regiones de oligonucleétidos unidos pueden afectar a los alelos
que se comprueban y, en consecuencia, las llamadas realizadas.

Para las variantes complejas en las que se produce una delecién y una inserciéon en el mismo punto, el ensayo
puede identificarlo como dos variantes independientes muy cercanas. La fase de hebra retrasada de las
variantes no se evalla y se deben tener en cuenta otras posibles soluciones para la secuencia detectada.
Consulte la Tabla 6 para ver un ejemplo de una variante compleja de este tipo.

Tabla 6 Ejemplo de variante compleja

Contexto de la secuencia (referencia) GAAGAAATT

Secuencia observada para la variante GAAT - - ATT

Variante esperada Delecion de GAA, insercion de T (ambos cambios en el mismo cromosoma)
Variantes identificadas mediante el ensayo SNP (G>;T); delecién de AA

Si se identifican mas de dos variantes para una muestra, se recomienda que el usuario verifique el resultado;
para ello, debera repetir la muestra mediante el instrumento MiSeqDx con una extraccién nueva de ADNg a fin
de descartar la contaminacién cruzada de la dicha muestra.

é NOTA
Se debe tener en cuenta la ordenacion de haplotipos cuando se detectan dos o0 mas variantes. Este
ensayo no puede determinar si las variantes estan en orientacién cis-trans respecto a otras variantes.

El ensayo no puede determinar si la orientacién de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de las demas variantes
es del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas
adicionales para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por ejemplo,
12-13[TG] o 5T), se encuentra en orientacion cis-trans.

Poli-TG/Poli-T son regiones homopoliméricas conocidas por ser dificiles de secuenciar debido al deslizamiento
de la polimerasa.
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Componentes del producto

TruSight Cystic Fibrosis Kit esta formado por los siguientes componentes:
TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (n.° de catalogo 20036925)

Reactivos suministrados

lllumina suministra los reactivos para TruSight Cystic Fibrosis Library Prep. El kit se ha configurado parade 1 a

4 usos con un maximo de 96 muestras por Kkit.

TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (caja 1)

Los reactivos de la caja1 se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre -25 °C y -15 °C. Los reactivos permanecen estables durante un méaximo de seis ciclos de
congelacién-descongelacién cuando se llevan a cabo en una fecha anterior a la fecha de caducidad

especificada.

Tabla 7 Reactivos de preamplificacién de la caja 1A

Componente

Grupo de oligonucleétidos de
fibrosis quistica

Tampoén de hibridacién

Mezcla de extension-ligadura

Cebadores de indice 2 (A501-
A508)

Cebadores de indice 1 (A701-
A712)

Polimerasa de PCR

Mezcla maestra de PCR

Cantidad

1 tubo

1 tubo

1 tubo

1 tubo por
cebador

1 tubo por
cebador

1 tubo
1 tubo

Volumen de
llenado

600 pl

4,32 ml

4,8 ml

192 pl

128 pl

56 pl
2,8 ml

Tabla 8 Reactivos de posamplificacion de la caja 1B

Componente

Diluyente de normalizacion de
librerias

Tampo6n de dilucion de
librerias

Control interno PhiX

Cantidad

1 tubo

1 tubo

1 tubo
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Volumen de
llenado

4,6 ml

4,5 ml

10 pl

Principios activos

Solucién acuosa tamponada que
contiene oligonucleétidos
especificos para el gen CFTR.

Solucién acuosa tamponada que
contiene sales y formamida.

Solucién acuosa tamponada que
contiene una mezcla patentada de
polimerasas de ADN, ligasa de ADN
y dNTP

Cebadores de PCR con secuencias
de indice y adaptadores de
secuenciacion.

Cebadores de PCR con secuencias
de indice y adaptadores de
secuenciacion.

Polimerasa de ADN exclusiva.

Solucién acuosa tamponada que
contiene sales y dNTP.

Principios activos

Solucién acuosa tamponada con
sales, 2-mercaptoetanol y
formamida.

Solucién acuosa tamponada.

Solucién acuosa tamponada con
ADN genémico PhiX.

Almacenamiento

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15°C

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C

Almacenamiento

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C

Entre -25°Cy -15 °C
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TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (caja 2)

Los reactivos de la caja 2 se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se almacenan
entre 15 °C y 30 °C hasta la fecha de caducidad indicada.

Tabla9 Reactivos de preamplificacion de la caja 2

Componente Cantidad Volumen de Principios activos Almacenamiento
llenado
Placa del filtro 4 placas N/D Placa de microtitulacion de Entre 15°C y 30 °C
polipropileno con una membrana de
poliétersulfona modificada.

Tabla 10 Reactivos de posamplificacién de la caja 2

Componente Cantidad Volumen de Principios activos Almacenamiento
llenado (ml)

Tampoén de eluciéon 1 tubo 4,8 Solucién acuosa tamponada Entre 15°C y 30 °C

Tampoén de almacenamiento 1 tubo 3,5 Solucién acuosa tamponada Entre 15°C y 30 °C

de librerias

TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (caja 3)

Los reactivos de la caja 3 se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta la fecha de caducidad indicada.

Tabla 11 Reactivos de preamplificacion de la caja 3A

Volumen de

Componente Cantidad Principios activos Almacenamiento
llenado (ml)
Tampoén de lavado restrictivo 1 botella 24 Solucién acuosa tamponada con Entre 2°C y 8 °C
sales, 2-mercaptoetanol y
formamida.
Tampon de lavado universal 1 tubo 4,8 Solucién acuosa tamponada con Entre 2°C y 8 °C
sales.
Tabla 12 Reactivos de posamplificacion de la caja 3B
Componente Cantidad LCIT IO Principios activos Almacenamiento
llenado (ml)
Bolas de limpieza de PCR 1 tubo 5 Solucién acuosa tamponada que Entre 2°Cy 8 °C
contiene bolas paramagnéticas de
fase sélida y polietilenglicol.
Lavado de normalizacion de 2 tubos 4,8 Solucién acuosa tamponada con Entre 2°Cy 8 °C
librerias sales, 2-mercaptoetanol y
formamida.
Bolas de libreria 1 tubo 1,2 Solucién acuosa tamponada con Entre 2°Cy 8 °C
bolas paramagnéticas de fase
sélida.

Reactivos necesarios no suministrados

Reactivos de preamplificacion
NaOH 10 N (preparacion a partir de comprimidos o uso de una solucién estandar)
Tampon de TE
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Agua sin ARNasa ni ADNasa

Reactivos de posamplificacién

NaOH 10 N (preparacion a partir de comprimidos o uso de una solucién estandar)
Etanol (EtOH) puro para biologia molecular

Tampén de TE

Agua sin ARNasa ni ADNasa

Reactivos MiSegDx

MiSeqDx Reagent Kit v3 (n.° de catalogo 20012552 o 20037124, segun la regién) o MiSeqDx Reagent Kit v3
Micro (n.° de catalogo 20063860)

Hipoclorito de sodio al 5 %
Tween 20
Agua de laboratorio

Conservacion y manipulacion

1
2

La temperatura ambiente se define como la temperatura que varia entre 15 °C y 30 °C.
El tampédn de hibridacion, el tampdn de lavado restrictivo y el diluyente de normalizacién de librerias pueden
formar precipitados o cristales observables a simple vista. Antes del uso, agite enérgicamente en un mezclador
vorticial y, a continuacion, inspeccione visualmente para asegurarse de que no haya precipitados.
Siga estas practicas recomendadas al manipular bolas de limpieza de PCR y bolas de libreria:
Las bolas nunca se deben congelar.
Deje que las bolas alcancen la temperatura ambiente.
Justo antes del uso, agite las bolas en un mezclador vorticial hasta que queden bien suspendidos y el
color tenga un aspecto homogéneo.
Mezcle bien la muestra después de anadir las bolas pipeteando arriba y abajo diez veces. Se puede utilizar
un agitador para mezclar bien las muestras.
Incube la mezcla de bolas/muestra a temperatura ambiente durante el tiempo indicado.
Para utilizar el soporte magnético, siga las instrucciones. Antes de aspirar, espere a que la solucién quede
aclarada. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante y evite
alterar las bolas apartadas.

4 No congele las bolas de libreria ni las mezcle con el reactivo del diluyente de normalizacién de librerias si no se

van a utilizar de forma inmediata.

Materiales y equipo

Materiales y equipo suministrados que se venden por separado

MiSeqDx Instrument, n.° de catalogo DX-410-1001

TruSeq Index Plate Fixture Kit, n.° de catalogo FC-130-1005

TruSeq Index Plate Fixture & Collar Kit, n.° de catdlogo FC-130-1007

Tapones de recambio para el adaptador de indices, n.° de catalogo DX-502-1003
Tubo MiSeq, n.° de catdlogo MS-102-9999
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Materiales y equipo necesarios no suministrados

Materiales y equipo de preamplificacion

Bloque de calor: se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. Los bloques de calor con
tapas calientes se pueden utilizar. No se recomienda el uso de cicladores térmicos ni bloques de calor con
refrigeracién activa (por ejemplo, efecto Peltier, refrigeracion termoeléctrica) para el paso de hibridacién. El
paso de refrigeraciéon pasiva es fundamental para una hibridacién éptima. El bloque de calor debe cumplir con
las especificaciones de rendimiento siguientes:

Rango de temperatura: ambiental de +5 °C a 99 °C

Regulacién de temperatura: 0,1 °C a 37 °C; +0,4 °C a 60 °C
Incubadora de muestras: se precisa una incubadora (homo de hibridacién). La incubadora debe cumplir con
las especificaciones de rendimiento siguientes:

Rango de temperatura: de 10°C a 100 °C

Regulaciéon de temperatura: +0,2 °C
Centrifugadora de sobremesa: se requiere una centrifugadora de sobremesa con control de temperatura que
pueda mantener 20 °C. Se precisa una centrifugadora independiente en el area de posamplificacién. Se puede
utilizar cualquier centrifugadora de placas que admita una placa de 96 pocillos con unidad de filtro y respete las
velocidades designadas del protocolo (de 280 a 2400 x g).

Pipetas de precision: se precisa un conjunto de pipetas de precision. Se precisa un conjunto independiente
en el area de posamplificacion. Se precisa el uso de pipetas de precision para garantizar la administracién
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precision del 5 % o menos del volumen indicado.

Consumibles: se precisan los consumibles siguientes:
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o equivalente
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)
Recipiente de solucién de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sello adhesivo con lamina de aluminio
Sello para placas de PCR adecuado
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles
Tubos cénicos de 15 ml

Materiales y equipo de posamplificacién
Ciclador térmico: se precisa un ciclador témmico. El ciclador térmico debe tener una tapa caliente y cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes:
Rango de control de temperatura: de 4 °C a 99 °C
Exactitud de control: £0,25 °C de 35°C a 99 °C
Agitador de microplacas: se precisa un agitador de microplacas en el area de posamplificacién del
laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
Velocidad de mezcla max.: 3000 rpm
Rango de velocidad de mezcla: de 200 a 3000 rpm

Centrifugadora de sobremesa: se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 °C. Se
precisa una centrifugadora independiente en el area de preamplificacion. Se admite cualquier centrifugadora 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: ambiental de +5 °C a 99 °C

Regulaciéon de temperatura: 0,1 °C a 37 °C; +0,4 °C a 60 °C
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Soporte magnético: se precisa un soporte magnético para una placa de 96 pocillos. Se obtiene un mejor
rendimiento cuando los imanes se encuentran en un lado del soporte y no en la parte inferior.

Pipetas de precision: se precisa un conjunto de pipetas de precision. Es necesario un conjunto
independiente en el area de preamplificacion. Se precisa el uso de pipetas de precisién para garantizar la
administracion precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se
calibran con frecuencia y ofrecen precision del 5 % o menos del volumen indicado.

Centrifugadora de sobremesa: una centrifugadora de sobremesa con control de temperatura que pueda
mantener 20 °C. Se admite cualquier centrifugadora que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de
280 a 1000 x g).

Consumibles: se precisan los consumibles siguientes:
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o equivalente
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)

NOTA
& Asegurese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.

Tubos conicos de 15 mly 50 mi

Tubos de microcentrifuga (recomendados con cierre de rosca)
Gradillas de ocho tubos de PCR

Recipientes de solucion de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Sellos de pelicula de aluminio adhesiva

Sellos adhesivos de placas de un solo uso

Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Recopilacién, transporte y almacenamiento de muestras

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

Se pueden utilizar muestras de sangre completa recogidas en tubos de EDTA Ko.

Las muestras de sangre completa se pueden almacenar durante un maximo de siete dias a temperatura
ambiente, un maximo de 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8 °C o un maximo de 30 dias congeladas a
una temperatura de entre -25°Cy -15 °C.

El transporte de sangre completa no debera llevarse a cabo una vez pasado un periodo de siete dias a
temperatura ambiente, de 30 dias a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C o de 30 dias si esta congelada a una
temperatura de entre -25 °Cy -15 °C. El transporte de sangre completa debe cumplir con la regulacién nacional,
federal, estatal y local en materia de transporte de agentes etioldégicos.

No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo al someter el ADN gendémico a seis ciclos
de congelacion y descongelacion.

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

Advertencias y precauciones

é PRECAUCION
Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo
prescripcion de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislacién del estado en el que
ejercen su profesidn para utilizar u ordenar la utilizacién de este dispositivo.
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& ADVERTENCIA

Este juego de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas. Evite su
inhalacioén, ingestion y el contacto con la piel y los ojos, puesto que puede provocar
lesiones. Utilice un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de laboratorio
adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizados como residuos
quimicos y deséchelos de conformidad con las normativas y leyes regionales, nacionales y
locales aplicables. Para obtener mas informacién sobre seguridad, salud y medioambiente,
consulte la hoja de datos de seguridad en support.illumina.com/sds.html. (Para obtener mas
informacion, consulte la seccidn Reactivos suministrados en la pagina 12.)

Algunos componentes de este ensayo contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. Evite su inhalacion,
ingestion y el contacto con la piel y los ojos, puesto que puede provocar lesiones. Utilicelo en un area bien
ventilada y deseche los contenedores y los contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de
seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas informacién sobre seguridad, salud y medioambiente,
consulte la hoja de datos de seguridad en support.illumina.com/sds.html. (Para obtener mas informacion,
consulte la secciéon Reactivos suministrados en la pagina 12.)

Algunos componentes de este ensayo contienen formamida, una amida alifatica que es, probablemente, una
toxina reproductiva. Evite su inhalacién, ingestion y el contacto con la piel y los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccién que incluya proteccién ocular, guantes y bata de laboratorio.
Manipule los reactivos usados como residuos quimicos y deséchelos segln se establece en las normativas de
seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas informacién sobre seguridad, salud y medioambiente,
consulte la hoja de datos de seguridad en support.illumina.com/sds.html. (Para obtener mas informacién,
consulte la seccién Reactivos suministrados en la pagina 12.)

Comunique de inmediato cualquier incidente grave relacionado con este producto a lllumina y las autoridades
competentes del Estado miembro en el que se encuentren el usuario y el paciente.

Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

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

Utilice las precauciones rutinarias del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume en las zonas
de trabajo designadas. Use guantes desechables y batas de laboratorio para la manipulacion de muestras y
reactivos del ensayo. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del ensayo.

No utilice los componentes del ensayo una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la etiqueta de la
caja del ensayo. No intercambie los componentes del ensayo de lotes de ensayo distintos. Los lotes de
ensayo se identifican con la etiqueta de la caja del ensayo.

Para evitar la degradacion de las muestras o los reactivos, asegurese de que todos los vapores de hipoclorito
de sodio se hayan disipado completamente antes de iniciar el protocolo.

Se precisan practicas de laboratorio adecuadas y procedimientos 6ptimos en materia de higiene en
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminacion de reactivos, instrumentos y
muestras de ADN gendémico. La contaminacion mediante PCR puede conllevar resultados poco precisos y
fiables.

Los cambios en el aspecto fisico de los reactivos proporcionados son indicios del deterioro de los materiales.
Si se producen cambios en el aspecto fisico (p. €j., cambios evidentes en el color del reactivo o un aspecto
turbio con contaminacién microbiana), no utilice los reactivos.

Para evitar la contaminacion, separe fisicamente las areas de preamplificacion y posamplificacion y asegurese
de que en ellas se disponga de equipos especificos (tales como pipetas, puntas de pipeta, mezclador vorticial
y centrifugadora).
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Evite la contaminacién cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensacién de reactivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. El uso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminacién por restos de amplicones y de
contaminacién cruzada entre muestras.

El apareamiento de muestras de indice debe coincidir con la informacién de muestras introducida para el

experimento de MiSeqDx. Las incoherencias entre la informacion de muestras y la disposicién de la placa
provocaran la pérdida de identificacion de muestras positivas y la generacién de informes con resultados
incorrectos.

Para los pasos de lavado, prepare siempre etanol nuevo al 80 %. El etanol puede absorber agua del aire y
afectar los resultados.

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

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

Los ciclos de congelacién y descongelacion repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no
afectaran a la integridad del ensayo.

No mezcle el grupo de oligonucleétidos de fibrosis quistica y el tampdn de hibridacion para el almacenamiento.
Si se combinan, el grupo de oligonucleétidos de fibrosis quistica se vuelve inestable, incluso aunque se
almacene congelado.

No es aconsejable el uso de cicladores térmicos con refrigeracion activa (por ejemplo, efecto Peltier,
refrigeracién termoeléctrica) para el paso de hibridacion. El paso de refrigeracion pasiva es fundamental para
una hibridacién 6ptima.

Anada siempre la polimerasa de PCR a la mezcla maestra de PRC inmediatamente antes del uso. No almacene
nunca la mezcla maestra combinada.

Durante el paso de normalizacién de librerias, es muy importante resuspender por completo el pellet de bolas
de la libreria. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo del
instrumento MiSeqDx.

Cumpla los tiempos de incubacién especificados en el paso de normalizacién de librerias. Una incubacion
inadecuada puede afectar a la representacién de librerias y la densidad de grupos.

Debido al nimero de transferencias de placas y al potencial de contaminacién consiguiente, preste un cuidado
especial para garantizar que el contenido de los pocillos permanece completamente en el pocillo. Evite las
salpicaduras de contenido.

La recomendacion de entrada de ADN de 250 ng permite la variacion en la cantidad de ADN. Este nivel de
entrada determina el rendimiento del ensayo.

Las variantes de muestras con la designacion No Call (Ausencia de llamada) en el informe de pruebas indican
que los datos correspondientes a dichas posiciones de las variantes no satisficieron los umbrales de
secuenciacion definidos. No notifique las variantes con la designacion No Call (Ausencia de llamada), a menos
que, al repetir las pruebas, se arrojen valores que satisfagan los umbrales definidos y ya no cuenten con la
designacion No Call (Ausencia de llamada).
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Siglas

Tabla 13 Siglas de TruSight Cystic Fibrosis Library Prep

Sigla Definicion

AMP Placa de amplificacion

CLP Placa de limpieza

DAL Libreria de amplicones diluida
FPU Unidad de placa del filtro

HYB Placa de hibridacion

LNP Placa de normalizacion de librerias
NTC Control sin cadena molde

PAL libreria de amplicones agrupados
SGP Placa de almacenamiento

Otros recursos

Las paginas de asistencia de TruSight Cystic Fibrosis del sitio web de lllumina ofrecen informacion sobre el
software, los recursos de formacion y la compatibilidad de productos, asi como la siguiente documentacion.
Revise siempre las paginas de asistencia para obtener las versiones mas recientes.

Recurso

Guia de flujo de trabajo de Local Run
Manager CF 139-Variant 2.0 Analysis Module
(n.° de documento 1000000100945)

Guia de flujo de trabajo de Local Run
Manager CF Clinical Seq 2.0 Analysis Module
(n.° de documento 1000000100946)

Guia de flujo de trabajo de Local Run
Manager CF 139-Variant 2.0 Micro Analysis
Module (n.° de documento 200017946)

Guia de flujo de trabajo de Local Run
Manager CF Clinical Seq 2.0 Micro Analysis
Module (n.° de documento 200017945)

Guia de referencia de Local Run Manager
Software (n.° de documento 1000000011880)

Guia de referencia de MiSeqDx Instrument
para MOS v2 (n.° de documento
1000000021961)

Descripcion

Proporciona las instrucciones necesarias para configurar los parametros
de experimentos de secuenciaciéon y de analisis del médulo de andlisis
de CF 139-Variant 2.0.

Proporciona las instrucciones necesarias para configurar los parametros
de experimentos de secuenciaciéon y de analisis del médulo de CF
Clinical Seq 2.0.

Proporciona las instrucciones necesarias para configurar los parametros
de experimentos de secuenciaciéon y de analisis del médulo de andlisis
de CF 139-Variant 2.0 Micro.

Proporciona las instrucciones necesarias para configurar los parametros
de experimentos de secuenciacién y de analisis del médulo de
secuenciacion clinica de CF Clinical Seq 2.0 Micro.

Proporciona instrucciones para crear un experimento, hacer un
seguimiento de su estado, analizar los datos de secuenciacién y ver los
resultados en el instrumento MiSeqDx.

Proporciona instrucciones para configurar y secuenciar experimentos,
incluidos los procedimientos de mantenimiento para el instrumento
MiSeqDx.

Notas del procedimiento

lllumina precisa la inclusién de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo (NTC o control sin
cadena molde [No Template Control]) en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras
procesadas en paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien
definidas con una o mas variantes de CFTR conocidas. lllumina recomienda el uso de un control natural sin
mutaciones. El control natural se debe procesar como muestra y no debe sustituir al control positivo o
negativo.
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Almacene los componentes del ensayo a la temperatura especificada en las areas de preamplificacion y
posamplificacion designadas.

Los ciclos de congelaciéon y descongelacion repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no
afectaran a la integridad del ensayo.

Preparacion de muestras

Antes de comenzar Cystic Fibrosis 139-Variant Assay o Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay, extraiga y
cuantifique el ADN de la sangre completa.

Se puede utilizar cualquier método de extraccion de ADN validado.

Cuantifique el ADN mediante el uso de un espectrometro. Compruebe que el indice A260/A280 de la muestra de
ADN es superior a 1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 ng/ul. Para cada muestra hacen falta 5 yl de ADN
gendémico (un total de 250 ng).

Productividad de las muestras

Para Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay, la produccion de las
muestras puede ser de 24 a 96 muestras con MiSeqDx Reagent Kit v3 y de 24 a 36 muestras con MiSegDx
Reagent Kit v3 Micro. Los cebadores de indice que se utilizan durante la amplificacion PCR se deben elegir en
funcién de la productividad final de las muestras que se desee con el fin de garantizar que cada libreria use una
combinacién de indices exclusiva.

é NOTA
lllumina no aprueba continuar con menos de 24 muestras.

Flujo de trabajo de preparacion de librerias

20

El siguiente diagrama ilustra el flujo de trabajo de preparacion de librerias de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y
de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay. Entre los pasos de preampilificacion, se incluyen la hibridacién de
grupo de oligonucleétidos, la eliminacién de oligonucleétidos sin ligar y la extensién-ligadura de
oligonucleétidos ligados. En el paso de ampilificacion PCR, la configuracion de la placa de PCR tiene lugar en el
area de preamplificaciéon, mientras que la PCR en el termociclador se produce en el area de posampilificacion.
Entre los pasos de posamplificacidén, se incluyen la limpieza de PCR y la normalizacién y agrupacion de
librerias.

Los puntos de detencién de seguridad se marcan entre los pasos.
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Figura1 Flujo de trabajo preparacion de librerias de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y de Cystic Fibrosis Clinical

Sequencing Assay

Hibridacién de grupo
de oligonucleétidos
Tiempo de participacién activa: 15 minutos
Tiempo de incubacion: 80 minutos
Reactivos
Grupo de oligonucledtidos de fibrosis quistica
Tampdn de hibridacion
Resultado
Placa HYB

\ 4

Eliminacion de oligonucledtidos sin ligar
Tiempo de participacion activa: 20 minutos
Reactivos
Tampoén de lavado restrictivo
Tampon de lavado universal

Resultado
Placa FPU

l

Extension-ligadura
de oligonucleétidos ligados
Tiempo de participacién activa: 5 minutos
Tiempo de incubacion: 45 minutos
Reactivos
Mezcla de extension-ligadura

Resultado
Placa FPU

¥

Amplificacion PCR
Tiempo de participacion activa: 30 minutos
Tiempo de ciclo: 90 minutos
Reactivos
Mezcla maestra de PCR
Polimerasa de PCR
Cebadores de indices
NaOH

Resultado
Placa AMP

Instrucciones de uso

Tiempo de participacion activa: 20 minutos
Tiempo de procesamiento: 30 minutos

Tampon de elucion
Bolas de limpieza de PCR
EtOH

Placa LNP

l

Tiempo de participacién activa: 30 minutos
Tiempo de procesamiento: 50 minutos

Diluyente de normalizaciéon de librerias
Bolas de libreria
Lavado de normalizacion de librerias
Tampén de almacenamiento de librerias
Tampén de dilucién de librerias
EtOH
NaOH

Tubos DAL

. Preamplificacion

| Posamplificacion

Punto de detencién
de seguridad

TruSight Cystic Fibrosis Library Prep es compatible con dos ensayos: Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay. El flujo de trabajo de TruSight Cystic Fibrosis incluye la seleccién de
ensayos, la preparacion de librerias, la secuenciacion y el lavado posterior al experimento. A excepcion de la
seleccién de ensayos, todos los pasos de los procedimientos son idénticos en ambos ensayos.

Seleccion del ensayo y configuracion del experimento
Si utiliza Cystic Fibrosis 139-Variant Assay, consulte Uso de CF-139 Variant 2.0 Analysis Module de Local Run

Manager en la pagina 22.
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También puede consultar esta seccion para obtener instrucciones sobre el uso del médulo de analisis de
139 variantes de fibrosis quistica 2.0 Micro de Local Run Manager. En ese caso, al crear el experimento
asegurese de seleccionar CF 139-Variant 2.0 Micro (139 variantes de FQ 2.0 Micro), en lugar de CF 139-
Variant 2.0 (139 variantes de FQ 2.0).

Si utiliza el ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica, consulte Uso de CF Clinical Seq 2.0 Analysis
Module de Local Run Manager en la pagina 23.
También puede consultar esta seccién para obtener instrucciones sobre el uso del médulo de
secuenciacion clinica de fibrosis quistica 2.0 Micro de Local Run Manager. En ese caso, al crear el
experimento asegurese de seleccionar CF Clinical Seq 2.0 Micro (secuenciacion clinica de FQ 2.0
Micro), en lugar de CF Clinical Seq 2.0 (secuenciacion clinica de FQ 2.0).

Uso de CF-139 Variant 2.0 Analysis Module de Local Run Manager

Ajuste de parametros

1
2

3

4

5

Inicie sesiéon en Local Run Manager.

Seleccione Create Run (Crear experimento), y luego seleccione CF 139-Variant 2.0 (139 variantes de la FQ
2.0).

Introduzca un nombre para el experimento de forma que se pueda identificar desde la secuenciacion hasta el
andlisis.

Utilice caracteres alfanuméricos, espacios o guiones tanto normales como bajos (40 caracteres o0 menos).
[Opcional] Escriba una descripcion para identificar el experimento.

Utilice caracteres alfanuméricos, espacios o guiones tanto normales como bajos (150 caracteres 0 menos).
Introduzca el niumero de lote y la fecha de caducidad para el kit de preparacion de librerias.

Definicion de las muestras para el experimento
Defina las muestras que se usaran en el experimento por medio de una de las opciones que se proponen a
continuacion.

Introducir las muestras de forma manual: use la tabla en blanco que aparece en la pantalla Create Run
(Crear experimento). Apareceran destacados los pocillos de muestra que se proponen.

Importar muestras: vaya a un archivo extemo que tenga un formato de valores separados por comas (*.csv).
En la pantalla Create Run (Crear experimento), se ofrece una plantilla que se puede descargar.

Introduccion de las muestras de forma manual

1

Introduzca un nombre de muestra Unico en el campo Sample Name (Nombre de muestra).

Utilice caracteres alfanuméricos o guiones tanto normales como bajos (40 caracteres o menos).

Haga clic en el botén derecho y elija las muestras de control negativo y de control positivo.

Para guardar un experimento, este debe tener al menos un control positivo y otro negativo.

[Opcional] Introduzca la descripcion de la muestra en la pestaiia Sample Description (Descripcion de la
muestra).

Utilice caracteres alfanuméricos o guiones tanto normales como bajos (50 caracteres o menos).

[Opcional] Seleccione un adaptador del indice 1 (Index 1) del ment desplegable que aparece en el indice 1
(i7).

Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 se rellenan automaticamente con una
disposicién predeterminada.

[Opcional] Seleccione un adaptador del indice 2 (Index 2) del ment desplegable que aparece en el indice 2
(i5).

Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 se rellenan automaticamente con una
disposicion predeterminada.

Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposicion de la placa.

Seleccione Print (Imprimir) para imprimir la disposicién de la placa y usarla como referencia a la hora de
preparar las librerias.

[Opcional] Seleccione Export (Exportar) para exportar el archivo de la informacién de la muestra.
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9 Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrara la ventana Insufficient Sample (Muestra insuficiente).
Seleccione Proceed (Continuar) para continuar o Cancel (Cancelar) para editar las muestras.

é PRECAUCION
lllumina no ha validado la secuenciacién con librerias agrupadas que contienen menos de
24 muestras.

Importacion de las muestras
La informacién de la muestra se puede importar desde dos tipos de archivos:

Un archivo de informacion de la muestra que se ha exportado anteriormente del médulo CF 139-Variant 2.0
mediante la funcién Export (Exportar).

Un archivo de plantilla, que se puede generar seleccionando Template (Plantilla) en la pantalla Create Run
(Crear experimento). El archivo de plantilla contiene los encabezados de columna adecuados para la
importacion, con informacién del marcador de posicién en cada columna. Use un editor extemo para
personalizar el archivo de plantilla:

1 Ahada informacién de la muestra para cada una del experimento.

2 Unavez que se haya anadido toda la informacién de la muestra, elimine la informacién restante del
marcador de posicion en las celdas no usadas.

3 Guarde el archivo de plantilla.

Para importar la informacién de la muestra:

1 Seleccione Import Samples (Importar muestras) y, a continuacion, busque el archivo y selecciénelo.

2 Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposicién de la placa.

3 Seleccione Print (Imprimir) para imprimir la disposicién de la placa y usarla como referencia a la hora de
preparar las librerias.

4  Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrara la ventana Insufficient Sample (Muestra insuficiente).
Seleccione Proceed (Continuar) para continuar o Cancel (Cancelar) para editar las muestras.

é PRECAUCION
lllumina no ha validado la secuenciacién con librerias agrupadas que contienen menos de
24 muestras.

Edicion de un experimento

Para obtener instrucciones sobre cémo editar la informacién del experimento antes de comenzar la
secuenciacion, consulte la Guia de referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (n.° de documento
1000000011880).

Uso de CF Clinical Seq 2.0 Analysis Module de Local Run Manager

Ajuste de parametros

1 Inicie sesion en Local Run Manager.

2 Seleccione Create Run (Crear experimento) y seleccione CF Clinical Seq 2.0 (Secuenciacién clinica de FQ
2.0).
Aparecera una ventana emergente para confirnar que CF Clinical Seq 2.0 (Secuenciacion clinica de FQ 2.0)
es la seleccion prevista.
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24

() CONFIRM CF CLINICAL SEQ 2.0 RUN @

Are you sure you want to continue with this CF Clinical Seq 2.0 (Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay) run?
Mate: If you want to change your run selection, press "Cancel" and make another selection.

Check to confirm CF Clinical Seq 2.0 run

Cancel

3 Seleccione la casilla de verificacion y, luego, Confirm (Confirmar) para continuar (o seleccione Cancel
[Cancelar] para regresar a la pantalla principal).
4 Introduzca un nombre para el experimento de forma que se pueda identificar desde la secuenciacion hasta el
analisis.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios o guiones tanto normales como bajos (40 caracteres 0 menos).
5 [Opcional] Escriba una descripcion para identificar el experimento.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios o guiones tanto normales como bajos (150 caracteres 0 menos).
6 Introduzca el nimero de lote y la fecha de caducidad para el kit de preparacion de librerias.

Definicion de las muestras para el experimento
Defina las muestras que se usaran en el experimento por medio de una de las opciones que se proponen a
continuacion.

Introducir las muestras de forma manual: use la tabla en blanco que aparece en la pantalla Create Run
(Crear experimento). Apareceran destacados los pocillos de muestra que se proponen.

Importar muestras: vaya a un archivo extemo que tenga un formato de valores separados por comas (*.csv).
En la pantalla Create Run (Crear experimento), se ofrece una plantilla que se puede descargar.

Introduccion de las muestras de forma manual

1 Introduzca un nombre de muestra unico en el campo Sample Name (Nombre de muestra).
Utilice caracteres alfanuméricos o guiones tanto normales como bajos (40 caracteres o menos).

2 Haga clic en el botdn derecho y elija las muestras de control negativo y de control positivo.
Para guardar un experimento, este debe tener al menos un control positivo y otro negativo.

3 [Opcional] Introduzca la descripcién de la muestra en la pestafia Sample Description (Descripciéon de la
muestra).
Utilice caracteres alfanuméricos o guiones tanto normales como bajos (50 caracteres o menos).

4 [Opcional] Seleccione un adaptador del indice 1 (Index 1) del ment desplegable que aparece en el indice 1
(i7).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 se rellenan automaticamente con una
disposicion predeterminada.

5 [Opcional] Seleccione un adaptador del indice 2 (Index 2) del ment desplegable que aparece en el indice 2
(i5).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 se rellenan automaticamente con una
disposicion predeterminada.

6 Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposicion de la placa.

7 Seleccione Print (Imprimir) para imprimir la disposicion de la placa y usarla como referencia a la hora de
preparar las librerias.

8 [Opcional] Seleccione Export (Exportar) para exportar el archivo de la informacién de la muestra.

9 Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrara la ventana Insufficient Sample (Muestra insuficiente).
Seleccione Proceed (Continuar) para continuar o Cancel (Cancelar) para editar las muestras.
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é PRECAUCION
lllumina no ha validado la secuenciacién con librerias agrupadas que contienen menos de
24 muestras.

Importacion de las muestras
La informacion de la muestra se puede importar desde dos tipos de archivos:

Un archivo de informacién de la muestra que se ha exportado anteriormente del médulo de secuenciacién
clinica de FQ 2.0 mediante la funcién Export (Exportar).

Un archivo de plantilla, que se puede generar seleccionando Template (Plantilla) en la pantalla Create Run
(Crear experimento). El archivo de plantilla contiene los encabezados de columna adecuados para la
importacion, con informacién del marcador de posicidén en cada columna. Use un editor extemo para
personalizar el archivo de plantilla:

1 Ahada informacién de la muestra para cada una del experimento.

2 Una vez que se haya anadido toda la informacién de la muestra, elimine la informacién restante del
marcador de posicion en las celdas no usadas.

3 Guarde el archivo de plantilla.

Para importar la informacion de la muestra:

1 Seleccione Import Samples (Importar muestras) y, a continuacion, busque el archivo y selecciénelo.

2 Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposicion de la placa.

3 Seleccione Print (Imprimir) para imprimir la disposicion de la placa y usarla como referencia a la hora de
preparar las librerias.

4 Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrara la ventana Insufficient Sample (Muestra insuficiente).
Seleccione Proceed (Continuar) para continuar o Cancel (Cancelar) para editar las muestras.

é PRECAUCION
lllumina no ha validado la secuenciacién con librerias agrupadas que contienen menos de
24 muestras.

Edicion de un experimento

Para obtener instrucciones sobre cédmo editar la informacién del experimento antes de comenzar la
secuenciacion, consulte la Guia de referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (n.° de documento
1000000011880).

Preparacion de librerias
é NOTA
El flujo de trabajo de preparacién de librerias de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay es el mismo que el
de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.

Hibridacion de grupo de oligonucledétidos

Consumibles
Placa de PCR de 96 pocillos
Muestras de ADN genémico (ADNg)
Tampon de hibridacién
Muestra de control positivo
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Grupo de oligonucleétidos de fibrosis quistica
Tampon de TE
Sello adhesivo con lamina de aluminio

Preparacion
1 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones
Tampon de Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Agite enérgicamente en un
hibridacién mezclador vorticial para asegurarse de que todos los precipitados se

hayan disuelto por completo; a continuacion, centrifugue brevemente los
tubos para recoger el liquido.

Grupo de Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Agite enérgicamente en un
oligonucleétidos mezclador vorticial para asegurarse de que todos los precipitados se
de fibrosis hayan disuelto por completo; a continuacion, centrifugue brevemente los
quistica tubos para recoger el liquido.

2 Deje que las muestras de ADNg y la muestra de control positivo alcancen la temperatura ambiente.
3 Coloque un bloque caliente de 96 pocillos a 95 °C.
4 Precaliente una incubadora a 37 °C.

Procedimiento
1 Etiquete una nueva placa de PCR de 96 pocillos como HYB.
2 Cree una placa de muestras de acuerdo con el grafico de la placa que se ha imprimido en Local Run Manager.
3 Siguiendo la disposicién de la placa generada por Local Run Manager, anada 5 pl de control negativo (por
ejemplo, tampén de TE) al pocillo correspondiente de la placa HYB.
Anada 5 pyl de muestra o control a 50 ng/ul (250 ng en total) en los pocillos correspondientes de la placa HYB.
Anada 5 pl del grupo de oligonucleétidos de fibrosis quistica a cada pocillo de muestra.
Anada 40 pl del tampo6n de hibridacién a 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 una temperatura de 20 °C durante un minuto.
Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 °C e incubela durante un minuto.
0 Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 °C y sigalo incubando hasta que alcance los 40 °C
(aproximadamente, unos 80 minutos).
La refrigeracion gradual es fundamental para una hibridacién éptima.

= © 0o NO O s

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD
Cuando el bloque de calor alcanza 40 °C, la placa HYB permanece estable a 40 °C durante 2 horas.

Eliminacién de oligonucleétidos sin ligar

Consumibles
Mezcla de extension-ligadura
Placa del filtro
Tampon de lavado restrictivo
Tampon de lavado universal
Placa MIDI
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Preparacion
1 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Mezcla de Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.

extensién-ligadura Agite en vértice para mezclar.

Tampon de Entre 2°Cy 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.

lavado restrictivo Agite enérgicamente en un mezclador vorticial. Asegurese de que se
han disuelto todos los precipitados.

Tampon de Entre 2°Cy 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.

lavado universal Agite en voértice para mezclar.

2 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (FPU) desde la parte superior hasta la parte inferior:
Tapa
Placa del filtro
Collar adaptador
Placa MIDI
3 Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuacién.

a Anada 45 pl de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.

4  Realice una comprobacion para verificar que todos los pocillos de la placa de filtro se estan drenando
completamente. Si el tampon de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 °C
hasta que haya pasado todo el liquido (alrededor de cinco o diez minutos mas).

f PRECAUCION
Es imprescindible controlar la temperatura de la centrifugadora durante los pasos del lavado. Si la
temperatura alcanza o supera los 25 °C, este exceso de temperatura provocara una mayor
restriccidon en la ligadura del cebador. En casos aislados, si las muestras tienen SNV en las
regiones de ligadura del cebador, el aumento de la restriccion puede provocar la pérdida de
alelos.

Procedimiento

1 Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

2 Mediante el uso de una pipeta multicanal con configuracion de pipeteo a 55 yl, transfiera el volumen integro de
cada muestra a los pocillos correspondientes de la placa del filtro.

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

4 Lave la placa del filtro como se indica a continuacion.

a Anada 45 pl de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo de muestra.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.

(é)]

Lave la placa una segunda vez.
Si el tampén de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 °C hasta que se haya
drenado todo el liquido (alrededor de cinco o diez minutos mas).
Deseche todo el flujo y vuelva a montar la FPU.
Anada 45 pl de tampédn de lavado universal en cada pocillo de muestra.
Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante 10 minutos.
0 Asegurese de que se haya drenado todo el liquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado, si es necesario.

(o]

= © 0 N
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Extensién-ligadura de oligonucleétidos ligados

Consumibles
Mezcla de extensién-ligadura

Sello adhesivo con lamina de aluminio

Procedimiento

1 Anada 45 pul de mezcla de extensién-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filtro.

2 Selle la placa del filtro y, a continuacién, cubrala con la tapa.

3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 °C durante 45 minutos.

4  Mientras la placa FPU se incuba, prepare la placa de amplificacion (AMP) tal y como se describe en la seccion
siguiente.

Amplificacién PCR

Consumibles
Placa de PCR de 96 pocillos
Sello para placas de PCR
Cebadores de indices (A501-A508 y A701-A712)
NaOH 10N
Mezcla maestra de PCR
Polimerasa de PCR
Tubo cénico de 15 ml

Preparacion

1 Establezca qué cebadores de indice se van a utilizar de acuerdo con la disposicion grafica de la placa en Local
Run Manager.

2 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Cebadores de indices Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.

(A501-A508 y A701-A712) Agite en mezclador vorticial y, a continuacion, centrifugue brevemente.
Polimerasa de PCR Entre -25°Cy -15 °C Déjela en el congelador hasta que sea necesario para preparar la

solucién de trabajo de PCR.

Mezcla maestra de PCR Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.
Agite en mezclador vorticial y, a continuacion, centrifugue brevemente.

3 Prepare NaOH 0,05 N nuevo mediante la adicion de 25 pl de NaOH 10 N en 4975 pl de agua sin ARNasa ni
ADNasa.

4  Etiquete una nueva placa de PCR de 96 pocillos como AMP.

5 Anada cebadores de indice a la placa AMP como se indica a continuacion:

a Anada 4 pl de cebadores de indice 2 seleccionados (A501-A508) al pocillo correspondiente en la
placa AMP.
b Deseche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.

¢ Anada 4 pl de cebadores de indice 1 seleccionados (A701-A712) a la fila correspondiente de la placa
AMP.

d Deseche los tapones naranjas originales y coloque tapones naranjas nuevos.
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6 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones
Polimerasa Entre -25°Cy -15°C Retirela de su almacenamiento y centrifiguela brevemente. Justo después,
de PCR continde con el paso siguiente.

Si la polimerasa PCR se va a utilizar para mas preparaciones, vuelva a
almacenarla después de crear la solucion de trabajo de PCR.

7 Prepare la solucion de trabajo de PCR como se indica a continuacion.

é NOTA
En las siguientes instrucciones se indican los volimenes necesarios para procesar 96 muestras.
Si va a procesar menos muestras, ajuste los volimenes para ahorrar reactivos.

a Para 96 muestras, afada 56 ul de polimerasa de PCR a 2,8 ml de mezcla maestra de PCR.
b Invierta 20 veces para mezclar.

La solucion de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Procedimiento

Retire la FPU de la incubadora y, a continuacion, retire el sello.

Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a una temperatura de 20 °C durante dos minutos.
Anada 25 yl de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filtro.

Pipetee arriba y abajo cinco o seis veces.

Cubra la placa del filtro con la tapa e incube a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 pl de la mezcla maestra de PCR a cada pocillo de la placa
AMP que contiene cebadores de indice.

7 Transfiera las muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuacion.

OO0 ON =

a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.

b Transfiera 20 pl desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.

¢ Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la mezcla
maestra de PCR.

d Repita los pasos de transferencia a las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP.

8 Selle la placa AMP y asegurela con un rodillo de goma.
9 Centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
10 Transfiera la placa AMP al area de posamplificacién.
11 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:
95 °C durante tres minutos
25 ciclos de:
95 °C durante 30 segundos
62 °C durante 30 segundos
72 °C durante 60 segundos
72 °C durante cinco minutos
Mantenga la temperatura a 10 °C.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Si no se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede permanecer en el ciclador
térmico toda la noche o se puede almacenar a una temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 48 horas.
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Limpieza de PCR

Consumibles
Tubo cénico de 50 ml
Sellos adhesivos de placas de un solo uso
Dos placas MIDI
Tampon de elucion
Bolas de limpieza de PCR

Preparacion
1 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones
Bolas de limpieza de Entre 2°Cy 8 °C Deje reposar durante 30 minutos hasta que alcance la temperatura
PCR ambiente.

2 Para 96 muestras, prepare EtOH al 80 % nuevo utilizando 36 ml de EtOH puro y 9 ml de agua sin ADNasa ni
ARNasa. Mezcle bien.

é NOTA
Si va a procesar menos de 96 muestras, ajuste los volimenes para ahorrar reactivos.

Procedimiento

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

2 Asigne a una nueva placa MIDI la etiqueta CLP.

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

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

5 Transfiera todo el producto de PCR de cada pocillo de la placa de AMP al pocillo correspondiente de la placa
CLP.

6 Selle la placa y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

7 Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.

8 Coloque la placa en el soporte magnético y espere hasta que el liquido esté transparente (aproximadamente
2 minutos).
Con la placa CLP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

10 Lave las bolas de la siguiente manera.

a Mantenga en el soporte magnético y anada 200 pl de EtOH al 80 % nuevo a cada pocillo.
b Espere al menos 30 segundos o hasta que el sobrenadante se distinga con claridad.
¢ Retire y deseche todo el sobrenadante de cada pocillo.

11 Lave las bolas una segunda vez.

12 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracidén de pipeteo en 20 pl para extraer el exceso de EtOH.

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

14 Anada 30 pl de tampén de eluciéon a cada muestra.

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

16 Incube a temperatura ambiente durante 2 minutos.

17 Coloque la placa CLP en el soporte magnético y espere hasta que el sobrenadante esté transparente
(aproximadamente 2 minutos).

18 Asigne a una nueva placa MIDI la etiqueta LNP.
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19 Transfiera 20 pl de sobrenadante de cada pocillo de la placa CLP al pocillo correspondiente de la placa LNP.

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

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Si se detiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto. La placa
permanece estable hasta tres horas a entre 2°C y 8 °C.

Normalizacion y agrupacion de librerias

Consumibles
Tubo coénico de 15 ml
Placa de PCR de 96 pocillos
Tubos de microcentrifuga
Bolas de libreria
Tampén de dilucion de librerias
Diluyente de normalizacion de librerias
Lavado de normalizacion de librerias
NaOH 10N
Agua sin ARNasa ni ADNasa

Preparacion
1 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Bolas de libreria Entre 2°Cy 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente.

Tampén de Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Agite enérgicamente en un
dilucién de mezclador vorticial. Asegurese de que se han disuelto todos los
librerias precipitados.

Diluyente de Entre -25°Cy -15 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Agite enérgicamente en un
normalizacién de mezclador vorticial. Aseglrese de que se han disuelto todos los
librerias precipitados.

Lavado de Entre 2°Cy 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Agite enérgicamente en un
normalizacion de mezclador vorticial.

librerias

2 Prepare NaOH 0,1 N nuevo anadiendo 50 yl de NaOH 10 N a 4950 pl de agua sin ARNasa ni ADNasa.

Procedimiento

1 Mezcle diluyente de normalizacion de librerias y bolas de libreria en un tubo cénico de 15 ml nuevo del
siguiente modo:

é NOTA
En las siguientes instrucciones se indican los volimenes necesarios para procesar 96 muestras.

Si va a procesar menos muestras, ajuste los volimenes para ahorrar reactivos.

a En el caso de 96 muestras, anada 4,4 ml de diluyente de normalizacién de librerias.
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10
11
12
13

14

15

16
17

18

b Agite enérgicamente en un mezclador vorticial las bolas de libreria durante un minuto invirtiéndolas
de manera intermitente hasta que las bolas se resuspendan y no quede sedimento en el fondo del
tubo cuando este se invierta.

c Pipetee las bolas de librerias arriba y abajo 10 veces para resuspender.

f PRECAUCION
Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de bolas de la libreria del
fondo del tubo. Si utiliza una P1000, asegurese de que las bolas quedan resuspendidas
de manera homogénea y de que no queda masa de bolas en el fondo del tubo. Esto
resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo.

d En el caso de 96 muestras, pipetee 800 ul de bolas de libreria en el tubo que contiene el diluyente de
normalizacién de librerias.
e Dé la vuelta al tubo de 15 a 20 veces para mezclarlo.

Anada 45 pl de la solucion de trabajo de diluyente de normalizacién de librerias/bolas de libreria combinada en
cada pocillo de la placa LNP.
Selle la placa y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

é NOTA
Si va a continuar con la secuenciaciéon el mismo dia, inicie la descongelacién del cartucho de
reactivos. Siga las instrucciones para descongelar el cartucho de reactivos de MiSegDx en la
seccion titulada Preparacion para la secuenciacion de librerias en la pagina 33.

Coloque la placa LNP en el soporte magnético y espere hasta que el liquido esté transparente
(aproximadamente 2 minutos).

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 lavado de normalizaciéon de librerias como se
indica a continuacioén:

a Anada 45 pl de lavado de normalizacién de librerias en cada pocillo de muestra.

b Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpom durante 5 minutos.

¢ Coloque la placa en el soporte magnético durante un minimo de 2 minutos o hasta que el
sobrenadante se distinga con claridad.

d Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Repita el procedimiento de lavado de normalizacion de librerias tal y como se describe en el paso anterior.
Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracion de pipeteo en 20 pl para extraer el exceso de lavado de
normalizacion de librerias.

Retire la placa LNP del soporte magnético y afada 30 pl de NaOH 0,1 N a cada pocillo.

Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 5 minutos.

Durante los cinco minutos de elucion, asigne la etiqueta SGP a una nueva placa de PCR de 96 pocillos.

Anada 30 pl de tampén de almacenamiento de libreria a cada pocillo.

Asegurese de que todas las muestras de la placa LNP estén resuspendidas por completo. Si las muestras no
estan completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestras arriba y abajo o golpee ligeramente la
placa contra la mesa y, a continuacién, agite cinco minutos mas.

Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante dos minutos como minimo.

Con una pipeta multicanal con configuracion de pipeteo a 30 pl, transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la
placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco veces para mezclar.

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

Agite el tampdn de dilucion de libreria en un mezclador vorticial y asegurese de que todos los precipitados se
hayan disuelto por completo. Centrifugue brevemente para recoger el contenido.

Etiquete un nuevo tubo de microcentrifugado como PAL.
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Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciacion. Es posible agrupar un maximo de

96 muestras para su secuenciacion.

Transfiera 5 pyl de cada libreria que se deba secuenciar de cada pocillo de la placa SGP, columna por columna,
al pocillo correspondiente de una gradilla de ocho tubos de PCR.

Transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Agite el tubo PAL en el mezclador
vorticial hasta que se haya mezclado por completo.

Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y coléquele una etiqueta con el nombre y la fecha del
experimento.

NOTA
& La placa SGP puede conservarse entre -25 °C y -15 °C hasta 3 dias y utilizarse para reagrupar
librerias, si fuera necesario.

Etiquete dos o tres tubos nuevos de microcentrifugado como DAL.

ARada 585 pl de tampén de dilucion de libreria a los tubos DAL.

Transfiera 9 pl de PAL a cada tubo DAL que contenga tampdn de dilucidn de libreria.

Pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar que se complete la
transferencia.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Si no va a continuar inmediatamente con la secuenciacién en MiSeqDx, los tubos DAL se pueden almacenar a
entre -25 °C y -15 °C durante un méaximo de 28 dias.

Secuenciacion de librerias

NOTA
& El flujo de trabajo de secuenciacion de librerias de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay es el mismo que

Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.

Preparacidén para la secuenciacion de librerias

Consumibles

MiSeqDx Reagent Kit v3 o MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro
Tampédn de dilucion de librerias
Libreria del control interno PhiX

Preparacion

1
2

Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrifugado de 1,5 ml a 96 °C.
En una hielera, prepare un bafio de agua con hielo.
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3 Prepare los siguientes consumibles:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Tampon de Entre -25°Cy -15 °C Descongele a temperatura ambiente. Agite en vértice para mezclar.
dilucién de Asegurese de que se han disuelto todos los precipitados. Centrifugue
librerias brevemente y coloque en un bafo de agua con hielo. Si es necesario,

se proporciona un tampoén de dilucién de libreria adicional con
MiSeqDx Reagent Kit v3.

Control interno Entre -25°Cy -15 °C Descongele a temperatura ambiente. Coloque en un bafo de agua con
PhiX hielo.

Cartucho de Entre -25°Cy -15 °C Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura
MiSeqDx Reagent ambiente durante aproximadamente 90 minutos o hasta que esté

Kit v3 totalmente descongelado. Para obtener mas informacién sobre la

preparacion del cartucho de reactivos, consulte la Guia de referencia
del instrumento MiSeqDx para MOS v2 (n.° de documento

1000000021961).

Celda de flujo de Entre 2°C y 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Para obtener mas

MiSeqgDx informacién sobre la preparacion de la celda de flujo, consulte la Guia
de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v2 (n.° de documento
1000000021961).

Solucién SBS de Entre 2°Cy 8 °C Deje que alcance la temperatura ambiente. Para obtener mas

MiSeqDx (PR2) informacién sobre la preparacion de la soluciéon de SBS, consulte la

Guia de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v2 (n.° de
documento 1000000021961).

Desnaturalizacion y dilucién del control interno PhiX

Consumibles

Agua sin ARNasa ni ADNasa
NaOH 10N

Tampén de dilucion de librerias
Libreria del control interno PhiX
Tampén de TE

Tubo cénico de 15 ml

Tubos de microcentrifuga

Preparacion

1

Prepare NaOH 0,1 N combinando los volimenes siguientes en un tubo cénico:
Agua sin ARNasa ni ADNasa (2475 pl)
Preparado de NaOH 10 N (25 pl)

Invierta el tubo varias veces para mezclar.

é PRECAUCION
El uso de NaOH recién diluido es esencial para desnaturalizar completamente las muestras para la
generacion de grupos en MiSeqDx.

Si el PhiX se prepara el mismo dia que la normalizacién de librerias, se puede usar el mismo preparado de
NaOH 0,1 N.
Combine los siguientes volimenes para diluir la libreria de control intemo PhiX a 2 nM:
Libreria de control intemo PhiX a 10 nM (2 pl)
1 tampén TE (8 pl)
Combine los siguientes volumenes para preparar una libreria del control interno PhiX a 1 nM:
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libreria de control intermo PhiX 2 nM (10 pl)

NaOH 0,1 N (10 ul)
Agite brevemente para mezclar.
Centrifugue el control interno PhiX de 1 nM a 280 x g a 20 °C durante un minuto.
Incube durante cinco minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la solucion de la libreria del control
interno PhiX en cadenas simples.
Combine los siguientes volimenes en un tubo de microcentrifugado nuevo para preparar una libreria de control
interno PhiX de 20 pM:

Libreria de control intemo PhiX desnaturalizada (2 pl)

Tampon de dilucién de libreria enfriado previamente (98 pl)

é PRECAUCION
La libreria del control interno PhiX desnaturalizada de 20 pM se puede almacenar hasta tres
semanas a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C como partes alicuotas de un solo uso.

Preparacidén de muestras para secuenciacion

1
2

3

(é)]

© 00N

Utilice un tubo DAL para la secuenciacion.

Si el tubo DAL estaba almacenado congelado, descongélelo por completo y mézclelo pipeteando arriba y
abajo.

Si el control intemo PhiX de 20 pM se ha almacenado congelado, extraiga las alicuotas de un solo uso,
descongélelo por completo, mézclelo con un mezclador vorticial y centrifugue brevemente.

Anada 6 pl de control intemo PhiX de 20 pM al tubo DAL.

Pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar que se complete la
transferencia.

Mezcle el tubo DAL agitandolo en el mezclador vorticial a maxima velocidad.

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

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

Tras la incubacién, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuacién, coléquelo
inmediatamente en el bafno de agua con hielo.

10 Mantenga el tubo DAL (librerias agrupadas) en el bafo de agua con hielo durante 5 minutos.

Carga de librerias agrupadas en cartuchos

1

Utilice una punta de pipeta de 1 ml nueva para perforar el cierre metalico situado por encima del depésito del
cartucho de reactivos etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).

Pipetee 600 pl del tubo DAL al depésito Load Samples (Carga de muestras). Evite tocar el cierre metdlico.
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depésito tras la carga de muestras. En caso de que haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.

Continte directamente con los pasos de configuracion del experimento mediante la interfaz de MiSeq Operating
Software (MOS). Para obtener mas informacion sobre la configuracién del experimento en MiSegDx, consulte la
Guia de referencia de MiSeqDx Instrument para MOS v2 (n.° de documento 1000000021961).

Lavado posterior al experimento con lavado del conducto de cadena molde

Tras la secuenciacién, se recomienda encarecidamente llevar a cabo un lavado posterior al experimento con
lavado del conducto de cadena molde.

é PRECAUCION
Si no se lleva a cabo el lavado de conducto de cadena molde, los indices de llamada de control

negativo podrian afectar al siguiente experimento.
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NOTA
& El flujo de trabajo del lavado posterior para Cystic Fibrosis 139-Variant Assay y Cystic Fibrosis Clinical

Sequencing Assay es el mismo.

Consumibles

Tubos de microcentrifuga
Agua de laboratorio

Tween 20

Hipoclorito de sodio al 5 %
Tubo MiSeq

& ADVERTENCIA

Este juego de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas. Evite su
inhalacioén, ingestion y el contacto con la piel y los ojos, puesto que puede provocar
lesiones. Utilice un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de laboratorio
adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizados como residuos
quimicos y deséchelos de conformidad con las normativas y leyes regionales, nacionales
y locales aplicables. Para obtener més informacién sobre seguridad, salud y medioambiente,
consulte la hoja de datos de seguridad en support.illumina.com/sds.html.

Preparacion

1

Prepare una solucion de lavado nueva con Tween 20 y agua de laboratorio, como se explica a continuacion.

a Anada 5 ml de Tween 20 al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos voliumenes proporcionan un
resultado de Tween 20 al 10 %.

b Anada 25 ml de Tween 20 al 10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes proporcionan
como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

¢ Invierta cinco veces para mezclar.

Prepare una solucion de lavado nueva con hipoclorito de sodio y agua de laboratorio tal como se explica a
continuacion.

a Anada 36 pl de hipoclorito de sodio al 5 % a 864 pyl de agua de laboratorio. Estos volumenes dan
lugar a una dilucion 1:25 de hipoclorito de sodio.

b Anada 50 pl de la diluciéon 1:25 de hipoclorito de sodio a 950 pyl de agua de laboratorio en un tubo
MiSeq.

Es importante utilizar la concentracion correcta de hipoclorito de sodio. Asegurese de que comprueba el
porcentaje de hipoclorito de sodio que aparece en la etiqueta del producto. Si la concentracion es demasiado
elevada, puede provocar errores en la generacion de grupos en experimentos posteriores. Si no se dispone de
hipoclorito de sodio al 5 %, elabore una solucion de 1 ml de hipoclorito de sodio al 0,01 % en agua de
laboratorio. No utilice hipoclorito de sodio para un lavado de mantenimiento ni para un lavado en modo en
espera.

Prepare los componentes del lavado con solucidén de lavado nueva de la siguiente forma.

a Anada 6 ml de solucién de lavado a cada depédsito de la bandeja de lavado.
b Anada 350 ml de solucién de lavado a la botella de lavado de 500 ml.

Procedimiento

1

36

Inserte el tubo MiSeq con la solucién de lavado de hipoclorito de sodio al 0,01 % en la posicién 17 de la
bandeja de lavado hasta que el cuello del tubo esté alineado con la bandeja.
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El tubo desplazara la solucién de lavado con Tween 20 y agua de laboratorio de la posicion 17.

Figura2 Tubo MiSeq en la posicién 17 de la bandeja de lavado

é PRECAUCION
Asegurese de insertar el tubo MiSeq con hipoclorito de sodio solo en la posicién 17 de la
bandeja. Si inserta el tubo en otra posicién, puede provocar fallos en la generacién de grupos de
los experimentos siguientes.

2 Una vez finalizado el experimento, seleccione Start Wash (Iniciar lavado).
El software eleva automaticamente los dispensadores del refrigerador de reactivos.

3 Seleccione la opcion Perform optional template line wash (Realizar lavado opcional de conducto de
cadena molde) en la pantalla Post-Run Wash (Lavado posterior al experimento).

4  Abra la puerta del refrigerador de reactivos y del compartimento de reactivos y extraiga el cartucho de reactivos
utilizado del refrigerador.

5 Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope y, a continuacién, cierre
la puerta del refrigerador de reactivos.

6 Levante el mango del dispensador que se encuentra delante de la botella de solucién SBS de MiSeqDx y de la
botella de residuos hasta que se quede fijo en su sitio.

7 Retire la botella de solucion SBS de MiSegDx y sustitiyala por la botella de lavado.

8 Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella de residuos al
compartimento de reactivos.

9 Baje lentamente el mango del dispensador. Asegurese de que los dispensadores bajan a las botellas de lavado
y de residuos.

10 Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

11 Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el lavado posterior al experimento.

12 Cuando el lavado haya finalizado, deje en el instrumento la celda de flujo usada, la bandeja de lavado y la
botella de lavado con la solucién de lavado sobrante.

13 Los dispensadores permanecen en posicion bajada, que es lo normal. Deje la soluciéon de lavado sin utilizar en
la bandeja de lavado y en la botella de lavado para evitar que los dispensadores se sequen y que entre aire en
el sistema.

Repeticion de analisis de librerias secuenciadas

Tras un experimento de secuenciacion, se puede repetir el andlisis del mismo conjunto de datos de
secuenciacion siguiendo el procedimiento de puesta de un andlisis en cola por segunda vez de la guia de
referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (n.° de documento 1000000011880). La puesta de un
andlisis en cola por segunda vez se limita al médulo utilizado en principio para realizar la secuenciacion. La
puesta de un andlisis en cola por segunda vez permitira editar la informacién de las muestras y generar nuevos
informes.
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é NOTA
Las librerias agrupadas utilizadas para la secuenciacién deben tener entre 24 y 96 muestras. Los
informes de un subconjunto de muestras se pueden obtener introduciendo menos muestras
durante la configuracién de la segunda puesta en cola. Los informes solo se generaran para las
muestras introducidas durante la configuracion de la segunda puesta en cola.

Opciones de repeticion de pruebas para las librerias agrupadas

TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (TruSight CF139) utiliza los mismos reactivos y el mismo flujo de
trabajo de preparacion de librerias que TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay. Antes de iniciar el
procedimiento de preparacion de librerias, se debe seleccionar un ensayo. Sin embargo, en los casos en los
que las librerias agrupadas (tubos DAL) requieren pruebas adicionales (por ejemplo, repetir un experimento de
secuenciacion o pruebas secundarias con otro ensayo de FQ TruSight), se pueden usar tubos DAL seguln sea
necesario sin tener que repetir la preparacién de librerias. Para volver a realizar la prueba, siga este
procedimiento:

& NOTA
Las librerias agrupadas utilizadas para la secuenciacién deben tener entre 24 y 96 muestras. Los
informes de un subconjunto de muestras se pueden obtener introduciendo menos muestras
durante la configuracién del experimento de secuenciacion. Se secuenciaran todas las muestras
que se encuentran en el conjunto, pero solo se generaran informes de las muestras introducidas
durante la configuracién del experimento de secuenciacion.

1 Configure el experimento con las instrucciones de Seleccion del ensayo y configuracion del experimento en la
pagina 21.

2 Secuencie las librerias con las instrucciones de Secuenciacion de librerias en la pagina 33.

3 Una vez finalizado el experimento de secuenciacion, lave MiSeqDx siguiendo las instrucciones de Lavado
posterior al experimento con lavado del conducto de cadena molde en la pagina 35.

Interpretacién de resultados de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se ha disenado para la deteccion de 139 variantes de CFTR, 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 para una
muestra.
Se analizan todas las muestras para detectar 134 variantes que causan la fibrosis quistica y la variante
R117H recomendada por la ACMG. En el informe del ensayo solo se incluyen los alelos mutantes
detectados.
La variante Poli-TG/Poli-T figura Gnicamente si se identifica la variacion R117H para una muestra. En el caso
de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas adicionales para determinar si una
variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por ejemplo, 12-13[TG] o 5T), se encuentra
en orientacion cis-trans respecto de la variante R117H.

& NOTA
El genotipo de Poli-TG/Poli-T se determina con Cystic Fibrosis 139-Variant Assay en funcion
del recuento de lecturas de los genotipos mas habituales. Debido a la naturaleza digital de la
secuenciacion de nueva generacién, el ensayo puede alcanzar una gran exactitud a partir de
varias observaciones, en comparacion con otras tecnologias basadas en secuenciaciéon que
solo se valen de un nimero escaso de observaciones.
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Cuando una muestra contiene genotipos de F508del o 1507del homocigéticos, si se detecta, al menos, uno
de los tres polimorfismos benignos 1506V, 1507V o F508C, se notifica para la muestra. Si los tres
polimorfismos benignos son de tipo salvaje, el informe indica que no se encuentran las variantes 1506V,
1507V y F508C para la muestra.

NOTA

& Dado que este es un ensayo basado en secuenciacién, no se producen interferencias en la
descripcion de F508del o 1507del debido a los tres polimorfismos benignos. Por lo tanto, no
se realizaran correcciones en el resultado obtenido.

Cuando se identifica una muestra como heterocigética y se detectan alelos mutantes y salvajes para la
muestra, el resultado del genotipo es HET.

Cuando se identifica una muestra como homocigética y solo se detecta el alelo mutante para la muestra, el
resultado del genotipo es HOM.

Si no se detecta ninguna variante para una muestra, el informe indica No panel variants are detected (No se
han detectado variantes del panel).

El informe del ensayo proporciona informacién sobre los indices de llamada de muestras para cada muestra. El
indice de llamada se calcula dividiendo el nUmero de regiones/posiciones de variantes que satisfacen un
umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas.
En el caso de las muestras que requieren una descripciéon secundaria, las variantes adicionales analizadas
también se tienen en cuenta en el calculo del indice de llamada.
Cualquier variante con un valor de confianza predefinido por debajo del umbral se notifica como No Call
(Ausencia de llamada). Se recomienda repetir la muestra.

El resultado de una muestra solamente se considera valido si el indice de llamada es igual o superior al 99 %.
Si el indice de llamada es inferior al 99 %, el resultado sera Fail (No apto) y la muestra se tendra que repetir.

NOTA:

& Si el indice de llamada de la muestra es inferior al 50 %, el resultado sera Fail (No apto) y se
incluira el comentario Sample Failed (Muestra no apta) en el informe. No se mostrara informacion
sobre la variante. Esta muestra se debera repetir.

Se recomienda que el usuario verifique las variantes que se validaron con muestras sintéticas (consulte la tabla
de exactitud) con un método de referencia validado antes de notificar el primer resultado del paciente con
dichas variantes.

Si se identifican mas de dos variantes para una muestra, se recomienda que el usuario verifique el resultado
repitiendo la muestra con MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay utilizando una extraccion nueva de ADNg
para descartar la contaminacion cruzada de la muestra.

NOTA
& Se debe tener en cuenta la ordenacion de haplotipos cuando se detectan dos o mas variantes.

Todas las interpretaciones de las variantes las debe realizar un genetista molecular clinico certificado o
equivalente de acuerdo con los procedimientos y las directrices locales.'® Entre las posibles referencias de
interpretacion se incluyen, entre otras, las siguientes: base de datos de CFTR'! articulo de Sosnay, '3
directrices de la ACMG 2004' y la opinién del comité ACOG de 2011.2 Si desea obtener informacién sobre el
calculo y la presentacién de los resultados, o si desea obtener una descripcion del contenido del informe del
archivo de texto, consulte las guias del software de analisis instalado con MiSeqDx. Con respecto a Local Run
Manager, consulte la Guia de referencia de Local Run Manager Software para MiSeqDx (n.° de documento
1000000011880) y la Guia de flujo de trabajo de Local Run Manager CF 139-Variant 2.0 Analysis Module (n.°
de documento 1000000100945).
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Interpretacién de resultados de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

40

Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay se ha disefiado para secuenciar todas las regiones de codificacion
del gen CFTR en los 27 exones, entre 5 y 30 bases de secuencia intronica adyacente, aproximadamente 100 nt
de secuencia adyacente en las regiones no traducidas 5’ y 3’, y dos mutaciones intrénicas profundas
(1811+1,6kbA>G, 3489+10kbC>T). Las regiones secuenciadas exactas figuran en la Tabla 3. Asimismo, el
ensayo notifica acerca de la variante Poli-TG/Poli-T y dos deleciones de gran tamafno (CFTRdele2,3 y
CFTRdele22,23).

El informe del ensayo enumera el genotipo y los nombres de las muestras de cada variante detectada para una
muestra.
Para cada variante se notifican la coordenada genémica, el nombre de ADNc de la sociedad de variacion
del genoma humano (Human Genome Variation Society [HGVS]) y el nombre de la proteina (si estuviera
disponible).
El tipo de variante se identifica como variante de nucleétido Unico (SNV), variante de delecién/insercion
(DIV), variante Poli-TG/Poli-T (Poli-TG/Poli-T) o delecién de gran tamafo (DEL).
La llamada de genotipo, tanto heterocigético como homocigético, se puede deducir de la informacion de
la base de referencia, que proporciona la secuencia de referencia en dicha coordenada genémica, y de la
descripcién del resultado, que proporciona los dos alelos de la posicion gendmica en la muestra. Por
ejemplo, si la referencia es G y el resultado es A/G, esto indica un cambio G>A en dicha coordenada
genomica y que el genotipo es heterocigotico 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 genémica y que el genotipo es
homocigético para el alelo de la variante.
La profundidad de la secuenciacion en la posicion de la variante se proporciona en el campo Depth
(Profundidad) y la frecuencia alélica en la seccion Frequency (Frecuencia).

El informe del ensayo proporciona informacién sobre los indices de llamada de muestras para cada muestra. El
indice de llamada se calcula dividiendo el nUmero de regiones/posiciones de variantes que satisfacen un
umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas.
La coordenada gendémica de cualquier posicién o regién cuyo valor de confianza se encuentra por debajo
del umbral se enumera de forma independiente en la seccién Coordinates not called (Coordenadas no
llamadas). Los usuarios deben evaluar las posiciones no llamadas con informacién relevante sobre las
variantes para identificar variantes que es posible que no se hayan identificado y sus frecuencias de
poblacion correspondientes con el fin de determinar si se debe repetir la muestra.

El resultado de una muestra solamente se considera valido si el indice de llamada es igual o superior al 99 %.
Si el indice de llamada es inferior al 99 %, el resultado sera Fail (No apto) y la muestra se tendra que repetir.

Se recomienda que el usuario verifique las variantes que no se encuentren en lo que se valida en el estudio de
exactitud (consulte Exactitud en la pagina 62) con un método de referencia validado antes de notificar el primer
resultado del paciente con dichas variantes.

NOTA
& Se debe tener en cuenta la ordenacién de haplotipos cuando se detectan dos o mas variantes.

Todas las interpretaciones de las variantes las debe realizar un genetista molecular clinico certificado o
equivalente de acuerdo con los procedimientos y las directrices locales.!® Entre las posibles referencias de
interpretacién se incluyen, entre otras, las siguientes: base de datos de CFTR2'1:12, articulo de Sosnay'3,
directrices de la ACMG de 2004! y la opinién del comité ACOG de 2011.2

Para obtener informacion acerca de como se calculan y presentan los resultados o consultar una descripcion
del contenido del informe del archivo de texto, consulte las guias del software de analisis instalado en
MiSegDx. Con Local Run Manager, consulte la Guia de referencia deLocal Run Manager Software para
MiSeqDx (n.° de documento 1000000011880) y la Guia de flujo de trabajo de Local Run Manager CF Clinical
Seq 2.0 Analysis Module (n.° de documento 1000000100946).
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El genetista puede utilizar el software Local Run Manager para introducir un valor de interpretacion
correspondiente a cada variante notificada en una muestra con un menu desplegable. Las opciones de valores
de interpretacidén son: causante de fibrosis quistica, mutacion con distintas consecuencias clinicas, mutacion
de importancia desconocida o no causante de fibrosis quistica. El valor introducido se incluira en el archivo de
resultados y se mostrara en la columna de interpretacién del informe del ensayo de secuenciacion clinica.

Procedimientos de control de calidad

Las practicas recomendadas de laboratorio dictan que se debe evaluar el material de control para detectar
diferencias en el procesamiento de la sangre y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario que
podrian conllevar una variabilidad significativa en los resultados.

Control negativo (NTC o control sin cadena molde): hace falta usar un control negativo en cada
experimento para detectar posibles casos de contaminacién. El indice de llamada correspondiente al control
negativo debe ser inferior al 10 %. Si un control negativo genera un indice de llamada superior al 10 % y si se
ha realizado un lavado del conducto de cadena molde para el experimento anterior, es posible que se haya
producido contaminaciéon durante el procesamiento del ensayo. El ensayo se considera erréneo y, por lo tanto,
se debe repetir el ensayo completo desde la preparacion de librerias. La muestra de control negativo se
notifica como "Pass" (Apta) si genera un indice de llamada igual o inferior al 10 % y como "Fail" (No apta) si el
indice es superior al 10 %.

& NOTA
Es fundamental realizar un lavado de conducto de cadena molde después de cada experimento
de secuenciacién para evitar un indice de llamada elevado de control negativo. Si el indice de
llamada de control negativo es superior al 10 % y no se realizé un lavado de conducto de cadena
de molde en el experimento anterior, se recomienda que el operador realice un lavado posterior al
experimento que incluya el lavado del conducto de la cadena molde y que repita el experimento
de secuenciacion.

Controles positivos: se requiere una muestra de ADN de control positivo en cada experimento. La muestra de
ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien definidas con al menos una variante de
CFTR conocida.1® lllumina recomienda el uso de controles positivos rotatorios de acuerdo con las directrices y
normativas técnicas de 2008 de la ACMG para las pruebas de mutacién de la fibrosis quistical” y las
normativas de los laboratorios clinicos de 2013 de la ACMG para la secuenciaciéon de nueva generacién.1® 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 que los
cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir el ensayo completo desde la
preparacion de librerias. La muestra de control positivo se notifica como "Pass" (Apta) si genera un indice de
llamada igual o superior al 99 % y como "Fail" (No apta) si el indice es inferior al 99 %.

Control natural: se recomienda una muestra de control de ADN sin mutaciones (natural) en todos los
experimentos. La muestra de control natural debe ser una muestra con caracteristicas bien definidas que no
contenga ninguna variante de CFTR. La muestra de control sin mutaciones debe generar el genotipo previsto.
Si el control natural genera un genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el
seguimiento de las muestras o que los cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe
repetir el ensayo completo desde la preparacion de librerias.

El resultado de una muestra solamente se considera valido si el indice de llamada es igual o superior al 99 %.
Si el indice de llamada es inferior al 99 %, el resultado sera Fail (No apto) y la muestra se tendra que repetir.
Antes del uso inicial de este producto en el laboratorio del usuario, se debe verificar el rendimiento del ensayo
realizando una prueba de varias muestras positivas y negativas con caracteristicas de rendimiento conocidas.
Se deben satisfacer todos los requisitos de control de calidad en virtud de la regulacion local, estatal o federal,
o en virtud de los requisitos de acreditacion.
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Caracteristicas de rendimiento de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Las caracteristicas de rendimiento de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay estan basadas en estudios que
utilizaron MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assa. Encontrara la equivalencia entre los ensayos TruSight y
MiSegDx en Equivalencia de rendimiento con MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay de lllumina en la
pagina 61.

Exactitud

La exactitud de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se determiné mediante la evaluacién de 500 muestras con
representacion de una amplia diversidad de variantes de CFTR de cuatro fuentes distintas. La fuente principal
de los datos de exactitud fue un estudio de exactitud clinica que se llevé a cabo con un panel de 366 muestras.
La mayoria de las muestras (n = 355) eran muestras clinicas de ADNg archivadas y andénimas aisladas de
sangre humana. Las 11 muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares
comercializadas.

Los datos de este estudio se complementaron con datos de exactitud de 68 muestras de estirpes celulares
evaluadas en el estudio de reproducibilidad, 14 muestras clinicas del estudio analitico de evaluacién de métodos
de extraccion y 52 muestras de plasmidos sintéticos. Los plasmidos sintéticos se disefiaron para incluir el
contexto gendémico de las variantes excepcionales y contenian entre una y nueve variantes en la misma
construccion. Se linealizaron, se diluyeron con nimeros de copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con
muestras de ADNg humano de genotipo salvaje en nimeros de copia equivalentes para imitar una muestra
heterocigética.

Los resultados de genotipado correspondientes a 137 posiciones de indels de pequeno tamano y de SNV,
incluida la regién Poli-TG/Poli-T, se compararon con los analisis de secuenciacién bidireccional de Sanger. Se
utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de gran
tamano del panel. En cada ensayo de PCR doble se emplearon dos conjuntos de cebadores para discriminar
entre genotipos homocigéticos, heterocigéticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se disefé para
flanquear los valores criticos de delecion, mientras que el otro amplificaba una regién interna de la delecién.
Los dos productos se detectaron por la separacion de tamano en gel de agarosa.

Los ensayos de PCR se validaron con un panel de 28 muestras (22 muestras por cada delecién) que constaba
de muestras de ADN genémico derivado de sangre y estirpes celulares y plasmidos sintéticos, que
comprendian los genotipos homocigoéticos, heterocigéticos y salvajes de cada delecion de gran tamafo. Los
ensayos de PCR confirmaron una especificidad y reproducibilidad del 100 % para todas las muestras analizadas
mediante la evaluacion de los productos de PCR en gel de agarosa. La exactitud de los ensayos de PCR se
confirmo con secuenciacion de Sanger y demostré ser del 100 % para todas las muestras.

La exactitud para cada genotipo se determiné a través de tres medidas estadisticas. Se calculé la coincidencia
positiva de cada genotipo de variante dividiendo el niimero de muestras con llamadas de variantes coincidentes
entre el numero total de muestras con esa variante, segun se identificé con los métodos de referencia. Se
calculé la coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el nimero de posiciones
de la cepa salvaje coincidentes entre el nUmero total de posiciones, segun se identificé con los métodos de
referencia. La coincidencia total se calculé en todas las posiciones conocidas dividiendo el niumero de
posiciones de la cepa salvaje y de las variantes coincidentes entre el niumero total de posiciones conocidas, tal
y como se indica en los métodos de referencia.

Cystic Fibrosis 139-Variant Assay arrojé una coincidencia positiva del 100 % a nivel de genotipo. 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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Tabla 14 Exactitud global de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Variante
(nombre comtuin)

CFTR
dele2, 3

E60X
P67L
R75X
G85E
394delTT

406-1G>A
E92X
D110H
R117C
R117H
Y122X
621+1G>T
663delT
G178R
711+1G>T
P2058"
L206W
1078delT
G330X
R334W
1336K
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Tipo de
variante

DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV

Nombre de ADNc

¢.54-5940_
273+10250 del21kb

c.178G>T
c.200C>T
€.223C>T
c.254G>A

c.262_263
delTT

c.274-1G>A
c.274G>T
c.328G>C
c.349C>T
c.350G>A
c.366T>A
c.489+1G>T
c.531delT
c.532G>A
c.579+1G>T
c.613C>T
c.617T>G
c.948delT
c.988G>T
c.1000C>T
c.1007T>A

Llamadas
totales

por

variante

500

500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

Muestras
clinicas

w o w =

S

Muestras
de
estirpe
celular

-

-

- = O OO = N O O = o

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
sintéticas

o o O o =

-0 o= O o o o =

o O o o o

Llamadas
negativas

(sin

mutaciones)

495

493
498
496
492
496

496
498
498
496
481
499
488
498
498
496
498
491
498
498
493
499

N.° de
llamadas
incorrectas

©O O o o o

O O O O O O o o o o o o o o o o

N.° de
ausencias
de
llamadas

o O o o o

O O O O O O o o o o o o o o o o

Coincidencia
positiva (%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100"
100
100
100
100
100

Coincidencia
negativa (%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Coincidencia
total (%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Variante
(nombre comun)

1154insTC

R347H
R347P
R352Q
A455E
S466X (C>G)
1548delG
Q493X
1507del

F508del

1677delTA

V520F
1717-1G>A
G542X
S549N

S549R
(c.1647T>G)

G551D
R553X
A559T
R560T
1812-1 G>A
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Tipo de
variante

DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
DIV

DIV

DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

Nombre de ADNc

c.1022_1023
insTC

c.1040G>A
c.1040G>C
c.1055G>A
c.1364C>A
c.1397C>G
c.1418delG
c.1477C>T

c.1519_1521
delATC

c.1521_1523
delCTT

c.1545_1546
delTA

c.1558G>T
c.1585-1G>A
c.1624G>T
c.1646G>A
c.1647T>G

c.1652G>A
c.1657C>T
c.1675G>A
c.1679G>C
c.1680-1G>A

Llamadas
totales

por

variante

500

500
500
500
500
500
500
500
500

500

500

500
500
500
500
500

500
500
500
500
500

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

A0 W O

-

84

w

o O b~ 0

Muestras

de

estirpe

celular

1

- v w = o W ™M DM o o v o nvi=

o N W

-

Muestras
sintéticas

- O o o =

-

o =+ O O o

o =+ O o

Llamadas
negativas

(sin

mutaciones)

499

492
495
495
494
498
498
494
494

387

499

498
495
485
495
496

489
490
495
493
498

N.° de
llamadas
incorrectas

OO O o o o o o

o O o o o

o O o o o

N.° de
ausencias
de
llamadas

OO O o o o o o

o O o o o

o O o o o

Coincidencia
positiva (%)

100

100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

Coincidencia  Coincidencia

negativa (%) total (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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Variante Tipo de
(nombre comun) variante Nombre de ADNe
1898+1G>A SNV c.1766+1G>A
2143delT DIV c.2012delT
2183AA>G DIV c.2051_
2052del
AAinsG
2184insA DIV c.2052_2
053insA
2184delA DIV c.2052delA
R709X SNV c.2125C>T
K710X SNV c.2128A>T
2307insA DIV c.2175_21
76insA
R764X SNV c.2290C>T
W846X SNV c.2537G>A
2789+5G>A SNV €.2657+5G>A
Q890X SNV €.2668C>T
3120G>A SNV C.2988G>A
3120+1G>A SNV c.2988+1G>A
3272-26A>G SNV c.3140-2
6A>G
R1066C SNV c.3196C>T
R1066H SNV c.3197G>A
W1089X SNV c.3266G>A
Y1092X (C>A) SNV c.3276C>A
M1101K SNV c.3302T>A
R1158X SNV c.3472C>T
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Llamadas
totales
por
variante

500
500
500

500

500
500
500
500

500
500
500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

© o =

'y

-

N Do

Muestras
de
estirpe
celular

1
1
1

-

o o o

- a4 O o =

o o o

N =

Muestras
sintéticas

NI O N o

O O O O o o N

o O o o =+ o

Llamadas
negativas
(sin
mutaciones)
497
497
496

496

498
497
497
495

497
499
490
499
499
492
499

494
498
496
496
496
492

N.° de
llamadas
incorrectas

O O O o o o o oo o o

o O O o o o

N.° de
ausencias
de
llamadas

O O O o o o o oo o o

o O O o o o

Coincidencia
positiva (%)

100
100
100

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Coincidencia  Coincidencia

negativa (%) total (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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Variante
(nombre comun)

R1162X
3659delC
S$1196X
3791delC
3849+10kbC>T

3876delA
S1251N
3905insT

W1282X
N1303K

CFTR
dele22,23%

M1V

Q39X
405+1 G>A
E92K
Q98X
457TAT>G

574delA
711+3A>G
71145 G>A
712-1 G>T
H199Y
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Tipo de
variante

SNV
DIV
SNV
DIV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV
SNV
DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV
SNV
SNV
SNV
SNV

Nombre de ADNc

c.3484C>T
c.3528delC
c.3587C>G
c.3659delC

c.3717+12
191C>T

c.3744delA
c.3752G>A

c.3773_3
774insT

c.3846G>A
¢.3909C>G

€.3964-78_
4242+577del

c.1A>G
c.115C>T
c.273+1G>A
C.274G>A
c.292C>T

c.325_327
delTATinsG

c.442delA
¢.579+3A>G
c.579+5G>A
c.580-1G>T

c.595C>T

Llamadas
totales

por

variante

500
500
500
500
500

500
500
500

500
500
500

500
500
500
500
500
500

500
500
500
500
500

Muestras
clinicas

-

o ©O o o o o

o O o o o

Muestras
de
estirpe
celular

1
1

0
0
2

-

o O o o o o

©O O O o o

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
sintéticas

o O o o o

Llamadas
negativas

(sin

mutaciones)

494
495
499
498
487

493
498
496

490
490
498

499
499
499
499
498
499

498
499
499
499
499

N.° de
llamadas
incorrectas

o O o o o

o

O O o o o o

o O o o o

N.° de
ausencias
de
llamadas

o O o o o

o

o

o O O o o o

o O o o o

Coincidencia
positiva (%)

100
100
100
100
100

100
100
100

100
100
100

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

Coincidencia
negativa (%)

100
100
100
100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

Coincidencia
total (%)

100
100
100
100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
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Variante Tipo de
. . Nombre de ADNc
(nombre comun) variante
Q220X SNV c.658C>T
852del22 DIV c.720741
delAGGG
AGAAT
GATGAT
GAAGTAC
T338I SNV c.1013C>T
S341P SNV c.1021T>C
1213delT DIV c.1081delT
1248+1G>A SNV c.1116+1G>A
1259insA DIV c.1127_1
128insA
W401X SNV c.1202G>A
(c.1202G>A)
W401X SNV c.1203G>A
(c.1203G>A)
1341+1G>A SNV c.1209+1G>A
1461ins4 DIV c.1329_
1330ins
AGAT
1525-1G>A SNV c.1393-1G>A
S466X (C>A) SNV c.1397C>A
L467P SNV c.1400T>C
S489X SNV 1466C>A
S492F SNV c.1475C>T
Q525X SNV c.1573C>T
1717-8G>A SNV c.1585-8G>A
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Llamadas
totales
por
variante

500
500

500
500
500
500
500

500

500

500
500

500
500
500
500
500
500
500

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

o ©o o o o

©O O O o o o o

Muestras
de
estirpe
celular

0
0

o O O o o

o

©O O O o o o o

Muestras
sintéticas

- N = -

-

Llamadas
negativas
(sin
mutaciones)
499
499

499
499
499
499
498

499

499

498
499

499
499
499
498
499
499
499

N.° de
llamadas
incorrectas

o O o o o

o O O o o o o

N.° de
ausencias
de
llamadas

o O o o o

O O O o o o o

Coincidencia
positiva (%)

100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100

Coincidencia  Coincidencia

negativa (%) total (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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Variante
(nombre comun)

S549R
(c.1645A>C)

Q552X
R560K
1811+1,6kb A>G

E585X
1898+3A>G
L732X
2347delG
2585delT
E822X
2622+1G>AT
E831X

R851X
2711delT
L927P

S945L
3007delG
G970R
3121-1G>A
L1065P
L1077PA
Y1092X (C>G)
E1104X
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Tipo de
variante

SNV

SNV
SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
DIV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

Nombre de ADNc

c.1645A>C

c.1654C>T
c.1679G>A

c.1679+1,6
kbA>G

c.1753G>T
c.1766+3A>G
c.2195T>G
c.2215delG
c.2453delT
C.2464G>T
€.2490+1G>TT
c.2491G>T
c.2551C>T
¢.2583delT
c.2780T>C
c.2834C>T
¢.2875delG
¢.2908G>C
.2989-1G>A
c.3194T>C
¢.3230T>C
c.3276C>G
c.3310G>T

Llamadas
totales

por

variante

500

500
500
500

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

Muestras
clinicas

o

OO0 O 0O OO0 O 0o o/lo oo o o o o o o o

Muestras
de
estirpe
celular

0

o

©O O O O O ©O O O oo o O o o o o o o o

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
sintéticas

N N NN N = =

-

Llamadas
negativas

(sin

mutaciones)

499

499
499
499

499
499
498
498
498
498
498
499
499
499
499
499
499
499
499
499
499
499
499

N.° de
llamadas
incorrectas

©O O O O O O O o o o o o o o o o o

=3
oo

N.° de
ausencias
de
llamadas

o

OO0 O 0O OO0 O 0o O/l oo o o o o o o o

Coincidencia
positiva (%)

100

100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Coincidencia
negativa (%)

100

100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Coincidencia
total (%)

100

100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Variante Tipo de
(nombre comun) variante
W1204X SNV
(c.3611G>A)
W1204X SNV
(c.3612G>A)
G1244E SNV
4005+1G>A SNV
4016insT DIV
Q1313X SNV
4209TG DIV
TT>AA
4382delA DIV
Poli-TG/ Poli-
Poli-T¢ TGPoli-
T
1506V SNV
1507V¥ SNV
F508C¥ SNV
Total

Nombre de ADNc

c.3611G>A

c.3612G>A

c.3731G>A
c.3873+1G>A

c.3884_3
885insT

€.3937C>T

c.4077_4080delT
GTTinsAA

c.4251delA
c.1210-12T[5_9]

c.1516A>G
c.1519A>G
c.1523T>G

Llamadas
totales
por
variante

500

500

500
500
500

500
500

500
19

1
1
1
67522

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

DIV es la sigla en inglés de "variante de la delecion/insercién" (Deletion/Insertion Variant).

Muestras
de
estirpe
celular

0

557

Muestras
sintéticas

Llamadas
negativas
(sin
mutaciones)

499

499

499
499
499

499
499

499
0

66965

N.° de
llamadas
incorrectas

o o©o o

[y

N.° de
ausencias
de
llamadas

o O o o

Coincidencia
positiva (%)

100

100

100
100
100

100
100

100
100

N/D
N/D
N/D
100

Coincidencia

Coincidencia

negativa (%) total (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
N/D 100
100 100
100 100
100 100

>99,99 >99,99

* El informe de Sanger indicé que, en el caso de la muestra clinica, la variante P205S era heterocigética. En cambio, una revision de los datos de rastreo de Sanger indicoé que la variante era, en realidad,

homocigética y que se habia notificado de forma incorrecta. MiSeqDx notificé que la variante era homocigética.

$ En el caso de la variante CFTR dele22, 23, se notificé como heterocigética una muestra heterocigotica sintética para el exén 8. Investigaciones adicionales revelaron que este resultado se debia, posiblemente, a

una contaminacioén de bajo nivel.

A Se determiné que la muestra sintética heterocigoética original no se habia preparado correctamente. Se detecté cuando se realizaron las pruebas posteriores a su preparacion utilizando el mismo plasmido.

€ Cuando la R117H es positiva, la variante Poli-TG/Poli-T se notifica de forma adicional.

¥ En el caso de una variante F508del homocigética, se notificaron de forma adicional tres bases salvajes mas (las variantes 1506V, 1507V y F508C) que no se identificaron en la muestra.
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Y El estudio de validacion original del ensayo incluyé dos muestras sintéticas que contenian el cambio de nucleétido ¢.2490+1G>T para la variante 2622+1G>A (los datos estan incluidos en esta tabla). A
continuacion, se realizé un segundo estudio de validacién con una muestra sintética que contenia el cambio de nucleétido ¢.2490+1G>A para admitir el cambio de nucleétido real (c.2490+1G>A) asociado a esta

variante.

Tabla 15 Exactitud de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay para 1506V, 1507V y F508C.

Llamadas positivas (variantes)

Variante Llamadas Llamadas N.° de N.° de L . . . L .
Muestras de . . . Coincidencia Coincidencia Coincidencia

(nombre totales por Muestras Muestras negativas (sin llamadas ausencias de I e (10 &

. . it estirpe o .. . positiva (%) negativa (%) total (%)
comun) variante clinicas ul sintéticas mutacion) incorrectas llamadas

celular

1506V 500 7 0 0 493 0 0 100 100 100
1507V 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
F508C 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100

Tabla 16 Exactitud de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay para las variantes Poli-TG/Poli-T

Genotipo de Poli- N.° de muestras N.° de muestras de estirpe N.° de muestras N.° de llamadas N.° de ausencias de %
TG/Poli-T clinicas celular sintéticas incorrectas llamadas Exactitud
(TG)9(M7/(TG)11(T)7 2 0 0 0 1 50
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7 1 0 0 0 0 100
(TG)9(M9/(TG)11(T)7 5 1 0 0 0 100
(TG)9(T)9/(TG)11(T)9 1 0 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)10(T)7 25 8 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9 39 16 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)11(T)5 2 0 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)11(T)7 72 11 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)12(T)5 1 0 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)12(T)7 10 1 0 0 1 90,9
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9 7 6 0 0 0 100
(TG)10(T)9/(TG)11(T)5 5 0 0 0 0 100
(TG)10(T)9/(TG)11(T)7 76 20 0 0 0 100
(TG)10(T)9/(TG)11(T)9 3 0 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)12(T)5 3 2 0 0 0 100
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Genotipo de Poli-
TG/Poli-T

(TG)10(TN9/(TG)12(T)7
(TG)11(N)5/(TG)1(T)7
(TG)11(M7/(TG)11(T)7
(TG)11(N)7/(TG)11(T)9A
(TG)11(M7/(TG)12(M)5
TG11(M7/(TGN2(T)7
(TG)11(N9/(TG)12(T)7
(TG)12(N7/(TGN2(T)7

Total**

N.° de muestras
clinicas

13
6
52

*No se volvieron a analizar las muestras.
A Uno de los resultados que no coincidian provenia del estudio de reproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra coincidia con las 18 duplicaciones, pero no con la secuenciacion bidireccional de

Sanger.

N.° de muestras de estirpe

celular

N O W o =0 O o

448

N.° de muestras
sintéticas

©O O O O o o o o

N.° de llamadas
incorrectas

4 O O o o

N.° de ausencias de
llamadas

-

W O O O O o o o

%
Exactitud

92,3
83,3
100

0

100
100
100
100
98,44

** 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 plasmidos linealizados con una de dos muestras de estirpes celulares,

que formaban parte del estudio de reproducibilidad. Dado que la notificacién de la variante Poli-TG/Poli-T para estas muestras sintéticas adicionales daria como resultado una notificacion excesiva de la variante, se

excluyeron las muestras sintéticas de este andlisis.
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52

La reproducibilidad de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se determiné mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con dos
operadores por centro. Cada uno de los operadores de cada centro probd dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total de

810 llamadas por centro. Los paneles contenian una mezcla de ADN gendmico de estirpes celulares linfoblastoides con variaciones conocidas en el
gen de la CFTR, asi como sangre desleucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con variantes conocidas en el gen de la CFTR. Las muestras de
sangre se proporcionaron para permitir la incorporacion de las etapas de extraccion utilizadas en la preparacion de ADNg que sirve como entrada
principal del flujo de trabajo de ensayo.

El indice de aptitud de las muestras, definido como el nimero de muestras que superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del
99,9 %.

La coincidencia positiva a nivel del genotipo de todas las variantes fue del 99,77 %. La coincidencia negativa de todas las posiciones de cepa salvaje
fue del 99,88 % vy 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 repitié ninguna prueba del estudio de reproducibilidad.
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Tabla 17 Reproducibilidad de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes
N.° de i Llamadas positivas (variantes) negativas (estado natural) N2 de N? d.e Coincidencia  Coincidencia  Coincidencia
Panel Genotipo de muestra Variantes totales por llamadas ausencias " i 0
muestra centro Centro  Centro  Centro  Centro  Centro  Centro incorrectas_ de llamadas positiva (%) negativa (%) total (%)
1 2 3 1 2 3
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 4* F508del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0 1* 100 100 100
(HET)
A 5 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 135~ 94,44 94,44 94,44
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 9** F508del/W1282X (HET) 810 12 11 12 798 797 798 2% 0 97,22 99,96 99,92
A 10** F508del/3272-26A>G 810 12 11 12 798 797 798 2% 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
A 11 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 16 F508del (HOM) 1506V, 1507V, 828 6 6 6 822 822 822 0 0 100 100 100
F508C
ausente
A 17 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 18 R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/ 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(TG)12(M)5
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N.° de
Panel
muestra

>

19

20
21
22
23

> > > >

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

> > > > > >» > > > > > > > > > >

>

40

Genotipo de muestra

621+1G>T/711+41G>T
(HET)
G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
F508del/R560T (HET)
F508del/Y1092X (C>A)
(HET)
N1303K (HET)
G542X (HOM)
G542X (HET)
G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)
WT
F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
WT
G85E (HET)
1336K (HET)
WT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)
621+1G>T/3120+1G>A
(HET)

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Variantes

Llamadas
totales por
centro

810

810
810
810
810

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

Llamadas coincidentes

Centro

1

12

12
12
12
12

Y Y
© ® 0 O o0 K O 0o o ©o O v o o o

-
N

12

Centro

2

12

12
12
12
12

© o o 0o o B o oo o0 o 5 o oo

-
N

y
N

positivas (variantes)

Centro

3

12

12
12
12
12

© o ® 0o o B O oo o0 o 5 o oo

-
N

iy
N

Llamadas coincidentes
negativas (estado natural)

Centro

1

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810
804
804
804
798
804
810
804
804
810
798

798

Centro

2

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810
804
804
804
798
804
810
804
804
810
798

798

Centro

3

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810
804
804
804
798
804
810
804
804
810
798

798

N.° de
llamadas

incorrectas

o O o o

O O O ©O ©O O O 0o o o o o o/o o o

N.° de
ausencias

de llamadas

o O o o

O O O O O O O O O O o o o o o o

Coincidencia

positiva (%)

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
N/D
100
100
100
100
100
N/D
100
100
N/D
100

100

Coincidencia

negativa (%)

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

Coincidencia
total (%)

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
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N.° de
Panel
muestra

A 41

>

42

43
44
45
46
47
48

oW > > > >

B 49

50
51

w

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

0 D W W 0 W0 W W W@

Genotipo de muestra Variantes
F508del/3659delC
(HET)
R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/
(TG)12(M)5

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)
F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT
(HET)
3876delA (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)
WT
WT
F508del (HET)
WT
L206W (HET)
WT
G330X (HET)

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Llamadas
totales por
centro

810

816

810
810
810
810
810
810

810

810
810

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

Llamadas coincidentes

Centro

1

12

18

12
12
6
12
6
12

12

O O O O O O o o o o o

positivas (variantes)

2

12

18

12
12
6
12
6
12

12

-
N

O O O O o o O oo o o

Centro

Centro

3

12

18

12
12
6
12
6
12

12

a—y
N

O O O O O O O o o o o

Llamadas coincidentes
negativas (estado natural)

Centro

1

798

798

798
798
804
798
804
798

798

810
798

804
804
804
804
810
810
804
810
804
810
804

Centro

2

798

798

798
798
804
798
804
798

798

810
798

804
804
804
804
810
810
804
810
804
810
804

Centro
3

798

798

798
798
804
798
804
798

798

810
798

804
804
804
804
810
810
804
810
804
810
804

N.° de
llamadas

incorrectas

o ©O O O o o o

©O O O O ©o o o o/ o o o

N.° de
ausencias

de llamadas

o o O O o o o

©O O O O O 0o o o o o o

Coincidencia

positiva (%)

100

100

100
100
100
100
100
100

100

N/D
100

100
100
100
100
N/D
N/D
100
N/D
100
N/D
100

Coincidencia

negativa (%)

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Coincidencia
total (%)

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes . .
Panel mN'o de Genotipo de muestra Variantes tI;I:J“: ::)r postives (terientes) negstives (estado nature) Il:r.\a::s au::en:i‘:s C°i"_°i,de"°°ia C°i"°i_de":ia C°i"°ide°"°ia
=t . Centro  Centro Centro  Gentro  Centro  Centro ;. ... .. Positiva(%)  negativa (%) il ()
1 2 3 1 2 3
B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/D 100 100
B 64 R347H (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 66 G178R/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 67 S549R (c.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 69 W846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 70 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/D 100 100
B 71 E92X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 728 621+1G>T/1154insTC 810 12 12 12 798 798 797 0 18 100 99,96 99,96
(HET)
B 73 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 74 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 75" F508del (HET) 810 6 5 6 804 670 804 0 1357 94,44 94,44 94,44
B 76 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 77 621+1G>T/A455E (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 78 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 79 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/D 100 100
B 80 F508del/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/ 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(TG)12(T)5
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
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N.° de
Panel
muestra
B 86%
B 87
88
B 89
B 90
91
B 92

Genotipo de muestra

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)
F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT
(HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)
Total

Variantes

Llamadas
totales por
centro

810

810

810
810

810

810

810
74556

Llamadas coincidentes

positivas (variantes)

Centro Centro
1 2
12 12
12 12
0 0
12 12
6 6
6 6
6 6

2209

Centro

3

12

12

Llamadas coincidentes
negativas (estado natural)

Centro

1

798

798

810
798

804
804
804

Centro
2

797

798

810
798

804

804

804
221182

Centro
3

798

798

810
798

804
804
804

N.° de
llamadas
incorrectas

o

A O O O

N.° de
i Coincidencia
ausencias
positiva (%)
de llamadas
18 100
0 100
0 N/D
100
0 100
100
0 100
273 99,77

* La posicion de la cepa salvaje correspondiente a la variante N1303K de una duplicacién provocé una ausencia de llamada debida a una cobertura insuficiente.

Coincidencia

Coincidencia

negativa (%) total (%)

99,96 99,96
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100

99,88 99,88

A Un duplicado de las muestras 5y 75 presenté un indice de llamada del 0 %. Una investigacion mas detallada indica que es posible que no se hayan afadido las muestras a la placa de muestras antes de la

preparacion de la libreria, ya que los volimenes de muestra que quedaban en los tubos eran homogéneos y no se tuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.

** Las pruebas indican que el operador probablemente alterné las muestras 9y 10 antes de la preparacion de librerias.

SLa posicién de la cepa salvaje correspondiente a la variante M1V de una duplicacion de cada una de las dos muestras provocé una ausencia de llamada debida a una cobertura insuficiente.
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Tabla 18 Informacion complementaria sobre las variantes del estudio de reproducibilidad

Regidn del gen de

Variacion (nombre comtun) Tipo de variante CFTR
Poli-TG/Poli-T DIV compuesta* Intréon 9
2183AA>G DIV compuesta* Exoén 14
CFTR dele2, 3 DEL Intrén1-Intrén3
1154insTC DIV* Exén 8
1507del DIvV* Exén 11
F508del DIV* Exén 11
2143delT DIvV* Exén 14
3659delC DIV* Exén 22
3876delA DIvV* Exoén 23
394delTT DIV en regién homopolimérica* Exén 3
1078delT DIV en regiéon homopolimérica* Exén 8
2184delA DIV en regién homopolimérica* Exén 14
3905insT DIV en regiéon homopolimérica* Exén 23
E60X SNV Exén 3
R75X SNV Exén 3
G85E SNV Exén 3
E92X SNV Exon 4
R117H SNV Exo6n 4
Y122X SNV Exon 4
621+1G>T SNV Intrén 4
G178R SNV Exén 5
71141G>T SNV Intrén 5
L206W SNV Exén 6
G330X SNV Exén 8
R334W SNV Exon 8
1336K SNV Exén 8
R347P SNV Exon 8
R347H SNV Exén 8
A455E SNV Exén 10
Q493X SNV Exén 11
1717-1G>A SNV Intrén 11
G542X SNV Exén 12
S549N SNV Exén 12
S549R (c.1647T>G) SNV Exén 12
G551D SNV Exén 12
R553X SNV Exén 12
R560T SNV Exén 12
1812-1 G>A SNV Intrén 12
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Regién del gen de

Variacion (nombre comun) Tipo de variante CFTR
1898+1G>A SNV Intrén 13
W846X SNV Exén 15
2789+5G>A SNV Intrén 16
3120+1G>A SNV Intrén 18
3272-26A>G SNV Intrén 19
Y1092X (C>A) SNV Exén 20
M1101K SNV Exoén 20
R1158X SNV Exén 22
R1162X SNV Exoén 22
3849+10kbC>T SNV Intrén 22
W1282X SNV Exén 23
N1303K SNV Exén 24

* DIV es la sigla en inglés de "variante de la delecién/insercion".

Extraccion de ADN

Se evaluaron tres métodos de extraccion comercializados utilizados con frecuencia (extraccién de bolas
magnéticas, precipitacion por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre completa
anticoagulada con EDTA. En el estudio, se utilizé un total de 14 muestras de sangre Unicas que representaban
cepas salvajes y tres genotipos mutantes (tres muestras con F508del, una muestra con 1506V y una muestra
con D110H). Dos operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extraccion de
ADN. Cada operador llevé a cabo tres experimentos por método de extraccion. Cada operador realizé cada una
de las extracciones en dias diferentes. La concentracion de ADN y el indice de A260/A280 de las muestras de
ADNg extraidas se determinaron mediante espectrometria. El tamafio de muestras total para cada método de
extraccion en el estudio fue de 168 (14 muestras, 2 operadores/métodos de extraccion, 3
experimentos/operador y 2 duplicados/muestra de ADNg extraida).

Numero de s ke indice de
Método de extraccion muestras Exactitud muestras del
. llamada . -
analizadas primer paso
Precipitacién por alcohol 168 100 % 100 % 100 %
Aislamiento de la columna de filtrado de silicio 168 100 % 100 % 100 %
Extracciéon de bolas magnéticas 168 100 % 100 % 100 %

* Porcentaje de muestras con un indice de llamada igual o superior al 99 % en el primer experimento.

Entrada de ADN

El rango de entrada de ADN de Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se evalué llevando a cabo un estudio de
dilucion en serie con 14 muestras representativas de ADN que contenian 16 variantes Unicas de la fibrosis
quistica. Cada muestra se evalué por duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre

1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5ng y 1 ng). Para determinar la exactitud,
se compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciacion bidireccional de Sanger y las
deleciones se compararon con un ensayo de PCR. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el limite
superior e inferior para la entrada de ADN, respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer
paso del 95 % o superior, sin llamadas incorrectas (100 % de exactitud y de indice de llamada).
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Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN
representativas y, al menos, 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra

(n =4 x 20 = 80 muestras), mientras que el limite inferior de 25 ng se analiz6 con 14 muestras y 20 duplicados de
cada muestra (n = 14 x 20 = 280 muestras). La exactitud y el indice de muestra del primer paso fueron del 100 %
en todos los niveles de entrada de ADN.

Los resultados indican que Cystic Fibrosis 139-Variant Assay se puede utilizar en el rango de entrada de ADN
de 1250 ng a 25 ng para generar resultados precisos.

Sustancias interferentes

Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en Cystic Fibrosis 139-Variant Assay, se califico el
rendimiento del ensayo en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. Se analizaron ocho
muestras de sangre completa en el estudio, incluidas tres muestras positivas de fibrosis quistica con genotipos
Unicos. Se analizaron cuatro sustancias interferentes endégenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina 'y
triglicéridos) afiadiéndolas a las muestras de sangre antes de la extraccion de ADN. En la tabla siguiente se
muestran los limites de concentraciéon de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la interferencia resultante de
la extraccion de sangre (extraccion breve), se anadié EDTA a las muestras de sangre y, para evaluar la
interferencia resultante de la preparacion de muestras, se anadié el tampoén de lavado final del método de
aislamiento de la columna de filtrado de silicio al ADN gendmico purificado.

Cystic Fibrosis 139-Variant Assay arrojé un indice de llamada del 100 % con todas las muestras analizadas, asi
como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre muestras en presencia y ausencia de
sustancias interferentes.

Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de indice del multiplexado, se llevé a cabo un estudio de
contaminacién cruzada con dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigéticos Unicos en cuatro
posiciones genémicas diferentes, y dos cebadores de indice respectivos. No se observaron cambios en las
llamadas de variantes con niveles de contaminacion inferiores al 40 %. El genotipo de la muestra pasé a ser
heterocigoético cuando los niveles de contaminacion eran iguales o superiores al 40 %.

No se observaron interferencias relacionadas con sustancias interferentes exdgenas o enddgenas.

, Concentracion Concentracion
. Numero total de P

Sustancia de prueba . comprobada en sangre comprobada en sangre Indice de llamada

duplicados e . . .

(limite superior) (limite inferior)

Bilirrubina 16 684 pmol/I 137 pmol/I 100 %
Colesterol 16 13 mmol/I 2,6 mmol/I 100 %
Hemoglobina 16 29/ 0,4 g/l 100 %
Triglicéridos 16 37 mmol/I 7,4 mmol/I 100 %
EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %

Indexacion de muestras

En el marco del ensayo, los cebadores de indice de muestras se utilizan para asignar un cédigo de barras tnico
a cada muestra de ADN, lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciacién. Se
analizé un total de 96 indices de muestras con ocho muestras de ADN Unicas para verificar la capacidad del
ensayo de realizar una llamada de genotipado homogénea para una muestra determinada con combinaciones
distintas de cebadores de indice. Cada muestra se comprobd con 12 combinaciones de cebadores de indice
distintas. Los resultados de la muestra se compararon con los datos de secuenciacion bidireccional de Sanger
en relacion con todas las posiciones y variantes, excepto dos deleciones grandes, que se confirmaron mediante
un ensayo de PCR doble. La reproducibilidad y la exactitud registradas fueron del 100 % en todas las
combinaciones de cebadores de indice/muestras.
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Equivalencia de rendimiento con MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay de lllumina

TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (TruSight CF139) utiliza los mismos reactivos y el mismo flujo de
trabajo de preparacion de librerias que MiSegDx Cystic Fibrosis Assay (MiSeqDx CF139) de lllumina. TruSight
CF139 utiliza MiSeqDx Reagent Kit v3, mientras que MiSeqDx CF139 utiliza reactivos de secuenciaciéon
incluidos con el ensayo. Para demostrar la equivalencia entre TruSight CF139 y MiSegDx CF139, se
compararon los resultados de nueve experimentos de TruSight CF139 con un solo experimento de MiSeqDx
CF139 como referencia. Los experimentos de TruSight CF139 se llevaron a cabo a un rendimiento de

96 muestras (el maximo rendimiento de muestras para TruSight CF139) y los de MiSeqDx CF139 a un
rendimiento de 48 muestras (el maximo rendimiento de muestras para MiSeqDx CF139). Las fuentes de
variabilidad incluidas en los experimentos de TruSight CF139 fueron tres eventos de preparacion de librerias
(cada uno con un lote Unico de TruSight Cystic Fibrosis), tres operadores, tres instrumentos MiSeqDx y tres
lotes de MiSegDx Reagent Kit v3.

Las llamadas de variantes de los experimentos de TruSight CF139 se compararon con las llamadas realizadas
por el experimento de MiSegDx CF139. Se incluyeron 47 muestras Unicas en cada experimento de TruSight
CF139, con dos o tres réplicas por muestra (95 muestras de ADN y un NTC por experimento). En el caso del
experimento de MiSegDx CF139, se secuenciaron las mismas 47 muestras individualmente (47 muestras de
ADN + 1 NTC por experimento). El panel de muestras estaba compuesto de muestras de ADN de Coriell
extraidas de estirpes celulares inmortalizadas e incluia muestras que representaban cada alelo de las

23 variantes de ACMG, variantes de delecion/insercion (incluidas las inserciones y deleciones en regiones
homopoliméricas e insercién con delecion en la misma regién), variantes homocigéticas, variantes
heterocigéticas compuestas, una de las deleciones dirigidas de gran tamafo, una variante comun de
Poli-TG/Poli-T, numerosas variantes de nucleétido Uinico y una muestra sin variantes detectadas. El resumen de
resultados por genotipo aparece en la Tabla 19. La coincidencia entre ensayos por tipo de variante aparece en
la Tabla 20. La coincidencia general total entre ensayos fue superior al 99,99 %.

Tabla 19 Rendimiento de las llamadas de variantes de TruSight CF 139-Variant Assay en comparacién con MiSeqDx
CF 139-Variant Assay

MiSeqDx CF 139-Variant Assay

Variante Variante Estado Ausencia de Total
HOM HET natural llamadas

TruSight CF 139-Variant Assay Variante 87 - - - 87
HOM
Variante - 1098 - - 1098
HET
Estado - - 113 889 - 113 889
natural
Ausencia de - - - - -
llamadas
Total 87 1098 113 889 - 115074

Tabla 20 Rendimiento por tipo de variante de TruSight CF 139-Variant Assay en comparacién con MiSeqDx CF 139-Variant

Assay

] . Llamadas Llamadas Ausencia de Coincidencia con MiSeqDx CF 139

Tipo de variante .
correctas incorrectas llamadas Assay
SNV 672 0 0 100,00 % (672/672)
DEL 18 0 0 100,00 % (18/18)
DIV 495 0 0 100,00 % (495/495)
Poli-TG/Poli-T 17 1 0 94,44 % (17/18)
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] . Llamadas Llamadas Ausencia de Coincidencia con MiSegDx CF 139
Tipo de variante .
correctas incorrectas llamadas Assay
Ninguna (estado 113 889 0 0 100,00 % (113 889/113 889)
natural)
Total 115 091 1 0 >99,99 % (115 091/115 092)

Se observé una Unica llamada sin coincidencia entre TruSight CF139 y MiSegqDx CF139. La llamada incorrecta
en concreto era una variante Poli-TG/Poli-T. En la Tabla 21 se presenta un resumen de la concordancia Poli-
TG/Poli-T. Dado que solo se informa del genotipo Poli-TG/Poli-T si también se detecta la variante R117H, el
conjunto de datos solo incluye llamadas de Poli-TG/Poli-T desde una unica fuente de ADN.

Tabla 21 Rendimiento de las llamadas de variantes de Poli-TG/Poli-T de TruSight CF 139-Variant Assay en comparacién con
MiSeqDx CF 139-Variant Assay

MiSeqDx CF 139-Variant Assay

(TG)12(M5 / (TG)12(T)5 / Ausencia de Total
(TG)10(T)9 (TG)12(T)5 llamadas
TruSight CF 139-Variant Assay (TG)12(M5 / 17 - - 17

(TG)10(M)9

(TG)12(M5 / 1 - - 1
(TG)12(M)5

Ausencia de - - - -
llamadas

Total 18 - - 18

Caracteristicas de rendimiento de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Las caracteristicas de rendimiento de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay estan basadas en estudios que
utilizaron MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay. Encontrara la equivalencia entre los ensayos TruSight y
MiSegDx en Equivalencia de rendimiento con MiSeqDx Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay de lllumina
en la pagina 91.

Exactitud

La exactitud de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay se ha analizado evaluando 500 muestras
representativas de una variedad amplia de variantes de CFTR de cuatro fuentes independientes. La fuente
principal de los datos de exactitud fue un estudio de exactitud clinica que se llevé a cabo con un panel de

366 muestras. La mayoria de las muestras (n = 355) eran muestras clinicas de ADNg archivadas y anénimas
aisladas de sangre humana. Las 11 muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares
comercializadas.

Los datos de este estudio se complementaron con datos de exactitud de 68 muestras de estirpes celulares
evaluadas en el estudio de reproducibilidad, 14 muestras clinicas del estudio analitico de evaluaciéon de métodos
de extraccion y 52 muestras de plasmidos sintéticos. Los plasmidos sintéticos se disefaron para incluir el
contexto genémico de las variantes excepcionales y contenian entre unay diez variantes en la misma
construccion. Se linealizaron, se diluyeron con niumeros de copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con
muestras de ADNg humano de genotipo salvaje en nimeros de copia equivalentes para imitar una muestra
heterocigética.

Para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay, se compararon un total de 5206 posiciones con los métodos de
referencia de secuenciacién bidireccional de Sanger y las pruebas de PCR. Los resultados de genotipado
correspondientes a las posiciones de indels de pequefio tamafio y de SNV, incluida la regién Poli-TG/Poli-T, se
compararon con los analisis de secuenciacion bidireccional de Sanger.
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Se utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de
gran tamano del panel. En cada ensayo de PCR doble se emplearon dos conjuntos de cebadores para
discriminar entre genotipos homocigéticos, heterocigoticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se
disefd para flanquear los valores criticos de delecion, mientras que el otro amplificaba una regién interna de la
delecién. Los dos productos se detectaron por la separacion de tamafio en gel de agarosa. Los ensayos de
PCR se validaron con un panel de 28 muestras en total (22 muestras por cada delecion) que constaba de
muestras de ADN gendmico derivado de sangre y estirpes celulares y plasmidos sintéticos, que comprendian
los genotipos homocigéticos, heterocigoticos y salvajes de cada delecidon de gran tamano. Los ensayos de
PCR confirmaron una especificidad y reproducibilidad del 100 % para todas las muestras analizadas mediante la
evaluacién de los productos de PCR en gel de agarosa. La exactitud de los ensayos de PCR se confirmé con
secuenciacion de Sanger y demostré ser del 100 % para todas las muestras.

La exactitud para cada genotipo se determiné a través de tres medidas estadisticas. Se calcul6 la coincidencia
positiva de cada genotipo de variante dividiendo el niimero de muestras con llamadas de variantes coincidentes
entre el nimero total de muestras con esa variante, segun se identificé con los métodos de referencia. Se
calculé la coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el nimero de posiciones
de la cepa salvaje coincidentes entre el nUmero total de posiciones, segun se identificé con los métodos de
referencia. La coincidencia total se calculé en todas las posiciones conocidas dividiendo el nimero de
posiciones de la cepa salvaje y de las variantes coincidentes entre el nUumero total de posiciones conocidas, tal
y como se indica en los métodos de referencia.

Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay obtuvo una coincidencia positiva a nivel de genotipo del 99,66 %,
incluidas las variantes Poli-TG/Poli-T (del 100 % excluyendo las variantes Poli-TG/Poli-T). 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 %.
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Tabla 22 Exactitud general para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Genotipo . Llamadas positivas (variantes)
(nombre Nombre de Tipo de variante ZZgI%nF?:I N Muestras de o Ausencia de _Llamadas Coinci(.:lgncia
ZoDrEﬂn/nombre de  ADNc (ha19) c"l’%sicr:‘: estirpe si:(teZtir::s llamadas* incorrectas positiva
c/coordenada) celular
117120141 c.-8G>C* SNV Exoén 1 25 3 0 0 0 100
117120145 c.-4G>C* SNV Exon 1 3 2 0 0 0 100
M1v c.1A>G SNV Exoén 1 0 0 1 0 0 100
CFTR c.54-5940_ Del Intron 1 4 1 0 0 0 100
dele2, 3 273+10250
del21kb
R31C c.91C>T SNV Exén 2 3 1 0 0 0 100
Q39X c.115C>T SNV Exoén 2 0 0 1 0 0 100
E60X c.178G>T SNV Exén 3 6 1 0 0 0 100
P67L c.200C>T SNV Exén 3 1 0 1 0 0 100
R74W c.220C>T SNV Exén 3 0 2 0 0 0 100
R74Q c.221G>A SNV Exén 3 2 0 0 0 0 100
R75X c.223C>T SNV Exén 3 3 1 0 0 0 100
R75Q C.224G>A SNV Exén 3 20 1 0 0 0 100
G85E c.254G>A SNV Exén 3 6 2 0 0 0 100
394delTT c.262_263 DIV Exén 3 3 1 0 0 0 100
delTT
405+1G>A c.273+1G>A SNV Intrén 3 0 0 1 0 0 100
406-1G>A c.274-1G>A SNV Exon 4 4 0 0 0 0 100
E92K c.274G>A SNV Exén 4 0 0 1 0 0 100
E92X c.274G>T SNV Exon 4 0 1 1 0 0 100
Q98X c.292C>T SNV Exén 4 0 0 2 0 0 100
444delA c.312delA DIV Exon 4 0 2 0 0 0 100
457TAT>G c.325_327 DIV Exén 4 0 0 1 0 0 100
delTAT
insG
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Genotipo

(nombre
comun/nombre de
ADNc/coordenada)

D110H
R117C
R117H
Y122X
F143LfsX10
574delA
Q151K
621+1G>T
621+3A>G
663delT
G178R
711+1G>T
711+3A>G

71145
G>A

7121
G>T

H199Y
P205S
L206W
A209S
Q220X
L227R
852del22

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de
ADNc

c.328G>C
c.349C>T
c.350G>A
c.366T>A
c.425delT
c.442delA
c.451C>A
c.489+1G>T
c.489+3A>G
c.531delT
c.532G>A
c.579+1G>T
c.579+3A>G
c.579+5G>A

c.580-1G>T

c.595C>T
c.613C>T
c.617T>G
c.625G>T
c.658C>T
c.680T>G

c.720_741
delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC

Tipo de variante

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
DIV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

DIV

Region del
gen CFTR

(hg19)

Exon 4
Exén 4
Exon 4
Exén 4
Exon 4
Exén 4
Exon 4
Intrén 4
Intrén 4
Exén 5
Exon 5
Intrén 5
Intrén 5

Intrén 5

Exén 6

Exén 6
Exén 6
Exén 6
Exén 6
Exén 6
Exén 6

Exén 6

Llamadas positivas (variantes)

Muestras

clinicas

1

N = o oo I &

-

O O W =

-

©O O O O ©

Muestras de

estirpe
celular

0
0

- O O o o o = =

-

[y

o o o

Muestras
sintéticas

©O O O M O O o o =

- O o =

-

- o o =

-

Ausencia de

llamadas*

O O O © O O oo o o o o oo

o

o O O o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O © O O 0o o o o o o oo

Coincidencia
positiva

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
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Genotipo

(nombre
comun/nombre de
ADNc/coordenada)

E279D
R297Q
1078delT
L320Vv
G330X
R334W
1336K
T338I
1154insTC

S341P
R347H
R347P
R352Q

Q359K/
T360K

1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X(c.1202G>A)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
Poli-TGPoli-T

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de
ADNc

c.837A>T
c.890G>A
c.948delT
c.958T>G
c.988G>T
¢.1000C>T
c.1007T>A
c.1013C>T

c.1022_10
23insTC

c.1021T>C
c.1040G>A
c.1040G>C
c.1055G>A

c.[1075C>A
;1079C>A]

c.1081delT
c.1116+1G>A

c.1127_11
28insA

c.1202G>A
c.1203G>A

c.1209+1G>A
N/D

Tipo de variante

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV
SNV

SNV

Poli-TG
Poli-T

Region del
gen CFTR

(hg19)

Exon 7
Exén 8
Exon 8
Exén 8
Exon 8
Exén 8
Exon 8
Exén 8

Exén 8

Exén 8
Exén 8
Exén 8
Exén 8

Exén 8

Exén 8
Intrén 8

Exén 9

Exén 9

Exén 9

Intrén 9

Intrén 9

Llamadas positivas (variantes)

Muestras

clinicas

1

o o w o o ©O O O O = =

o

369

Muestras de

estirpe
celular

0

0
1
0
1

-

oo N =

o

79

Muestras
sintéticas

-0 O o o o o o

'y

- o o

52

Ausencia de

llamadas*

© O O o o o o o o

©O O O o o

o

Llamadas
incorrectas

© O O o o o o o o

o/ o o o o

o

4*

Coincidencia
positiva

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100

100
100

100
98,60
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Genotipo

(nombre
comun/nombre de
ADNc/coordenada)

1461ins4

A455E
15625-1G>A

S466X
(C>A)

S466X
(C>G)

L467P
V470M
1548delG
P477S
S485T
S489X
S492F
Q493X
1506V
1507del

F508del

1507V
F508C
1677delTA

V520F

Nombre de
ADNc

c.1329_
1330ins
AGAT

c.1364C>A
c.1393-1G>A
c.1397C>A

c.1397C>G

c.1400T>C
c.1408G>A
c.1418delG
c.1429C>T
c.1454G>C
c.1466C>A
c.1475C>T
c.1477C>T
c.1516A>G

c.1519_1521
delATC

c.1521_1523
delCTT

c.1519A>G
¢.1523T>G

c.1545_1546
delTA

c.15568G>T

Tipo de variante

DIV

SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV

SNV
SNV
DIV

SNV

67 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Region del
gen CFTR
(hg19)

Exén 10

Exén 10
Exén 11

Exoén 11

Exén 11

Exén 11
Exon 11
Exén 11
Exon 11
Exén 11
Exon 11
Exén 11
Exon 11
Exén 11

Exén 11

Exoén 11

Exén 11
Exoén 11

Exén 11

Exén 11

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

0

-

& N » O O

Muestras de
estirpe
celular

0

No

N © N ©O O o =+ o

N
©

Muestras
sintéticas

1

- N O O =

o o o

Ausencia de
llamadas*

O O O ©O o o o/ o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O o o o o o o

Coincidencia
positiva

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100

100
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Genotipo
(nombre

comun/nombre de
ADNc/coordenada)

Q525X
E527E
E528E
1717-8G>A
1717-1G>A
G542X

S549R
(c.1645A>C)

S549N

S549R
(c.1647T>G)

G551D
Q552X
R553X
1556V
L558S
A559T
R560K
R560T

1811+1,6kb
A>G

1812-1
G>A

A561T
V562l
Y569D

Nombre de
ADNc

c.1573C>T
c.1581A>G
c.1584G>A
c.1585-8G>A
c.1585-1G>A
c.1624G>T
c.1645A>C

c.1646G>A
c.1647T>G

c.1652G>A
c.1654C>T
c.1657C>T
c.1666A>G
c.1673T>C
c.1675G>A
c.1679G>A
c.1679G>C

c.1679+1,6
kbA>G

c.1680-1G>A

c.1681G>A
c.1684G>A
c.1705T>G

Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

Tipo de variante

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
SNV
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Region del
gen CFTR
(hg19)
Exon 11
Exén 11
Exon 11
Intron 11
Exo6n 12
Exé6n 12
Exo6n 12

Exoén 12
Exén 12

Exon 12
Exé6n 12
Exon 12
Exé6n 12
Exon 12
Exé6n 12
Exon 12
Exén 12

Intrén 12

Exén 13

Exén 13
Exén 13
Exén 13

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

A O O W ©

—
© N

0w O o™ W N

-

o o O » O

Muestras de
estirpe
celular

0

2
2
0
1
3
0

O O O O N O

-

Muestras
sintéticas

1
0
0

-

- o o

- O o =

-

Ausencia de
llamadas*

o O O o o o o

o o

© O O o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O o o o o

o o

© O O o o o o o o

Coincidencia
positiva

100
100
100
100
100
100
100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
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Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

Genotipo . Llamadas positivas (variantes)
(nom’bre Nombre de Tipo de variants F;Eglocnl__?sl v Muestras de Ausencia de .Llamadas Coincic.Je.zncia
comiin/nombre de  ADNc (hg19) (:::::: estirpe 's\;,illr:(taésttif:s llamadas* incorrectas positiva
ADNc/coordenada) celular
P574H c.1721C>A SNV Exo6n 13 0 1 0 0 0 100
G576A c.1727G>C SNV Exén 13 4 1 0 0 0 100
D579G c.1736A>G SNV Exo6n 13 0 0 1 0 0 100
E585X c.1753G>T SNV Exén 13 0 0 1 0 0 100
1898+1G>A c.1766+1G>A SNV Intrén 13 2 1 0 0 0 100
1898+3A>G c.1766+3A>G SNV Intrén 13 0 0 1 0 0 100
H609R c.1826A>G SNV Exon 14 0 1 0 0 0 100
D614G c.1841A>G SNV Exén 14 0 0 2 0 0 100
R668C c.2002C>T SNV Exon 14 5 2 0 0 0 100
R668H c.2003G>A SNV Exén 14 1 0 0 0 0 100
2143delT c.2012delT DIV Exon 14 2 1 0 0 0 100
K684TfsX4 c.2046_2047 DIV Exén 14 0 0 1 0 0 100
delAA
2183AA>G c.2051_2052 DIV Exén 14 3 1 0 0 0 100
delAAinsG
2184delA c.2052delA DIV Exon 14 1 1 0 0 0 100
2184insA c.2052_2053 DIV Exén 14 3 0 1 0 0 100
insA
S686Y c.2057C>A SNV Exén 14 0 1 0 0 0 100
R709X c.2125C>T SNV Exén 14 1 0 2 0 0 100
K710X Cc.2128A>T SNV Exén 14 3 0 0 0 0 100
E725K c.2173G>A SNV Exén 14 2 0 0 0 0 100
2307insA c.2175_2176 DIV Exén 14 3 0 2 0 0 100
insA
L732X c.2195T>G SNV Exon 14 0 0 2 0 0 100
2347delG c.2215delG DIV Exén 14 0 0 2 0 0 100
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Genotipo . Llamadas positivas (variantes)

(nom’bre Nombre de Tipo de variants F;Eglocnl__?sl v Muestras de Ausencia de .Llamadas Coincic.Je.zncia
comun/nombre de  ADNc (hg19) c‘:::::: estirpe 's\;,illr:(taésttif:s llamadas* incorrectas positiva
ADNc/coordenada) celular

P750L €.2249C>T SNV Exén 14 1 0 0 0 0 100
V754M c.2260G>A SNV Exon 14 2 1 0 0 0 100
R764X €.2290C>T SNV Exén 14 1 0 2 0 0 100
2585delT c.2453delT DIV Exon 14 0 0 2 0 0 100
E822X €.2464G>T SNV Exén 14 0 0 2 0 0 100
2622+1G>A c.2490+1G>T SNV Intrén 14 0 0 2 0 0 100
E831X c.2491G>T SNV Exén 15 0 0 1 0 0 100
D836Y c.2506G>T SNV Exén 15 0 1 0 0 0 100
W846X c.2537G>A SNV Exén 15 0 1 0 0 0 100
R851X c.2551C>T SNV Exén 15 0 0 1 0 0 100
T854T ¢.2562T>G SNV Exén 15 212 44 0 0 0 100
2711delT c.2583delT DIV Exén 15 0 0 1 0 0 100
V868V €.2604A>G SNV Exén 15 2 0 0 0 100
C.2657+2_ C.2657+2_ DIV Intrén 16 0 0 1 0 0 100
2657+3insA 2657+3insA

2789+5G>A €.2657+5G>A SNV Intrén 16 9 1 0 0 0 100
Q890X €.2668C>T SNV Exén 17 1 0 0 0 0 100
A923A c.2769C>T SNV Exo6n 17 1 0 0 0 0 100
L927P c.2780T>C SNV Exén 17 0 0 1 0 0 100
S945L c.2834C>T SNV Exo6n 17 0 0 1 0 0 100
MO52T ¢.2855T>C SNV Exén 17 1 0 0 0 0 100
3007delG c.2875delG DIV Exo6n 17 0 0 1 0 0 100
T966T €.2898G>A SNV Exén 17 5 0 0 0 0 100
G970R €.2908G>C SNV Exo6n 17 0 0 1 0 0 100
S977F €.2930C>T SNV Exén 18 0 0 1 0 0 100
3120G>A c.2988G>A SNV Exo6n 18 1 0 0 0 0 100
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Genotipo

(nombre
comun/nombre de
ADNc/coordenada)

3120+1G>A
3121-1G>A
L997F
11027T
3272-26A>G
F1052V
L1065P
R1066C
R1066H
G1069R
R1070W
R1070Q
L1077P
W1089X

Y1092X
(C>A)

Y1092X
(C>G)

T1095T
M1101K
E1104X
c.3368-2A>T
D1152H
V1153E
R1158X
R1162X

Nombre de
ADNc

€.2988+1G>A
c.2989-1G>A
€.2991G>C
¢.3080T>C
¢.3140-26A>G
c.3154T>G
c.3194T>C
c.3196C>T
c.3197G>A
¢.3205G>A
€.3208C>T
c.3209G>A
¢.3230T>C
€.3266G>A
€.3276C>A

c.3276C>G

c.3285A>T
¢.3302T>A
c.3310G>T
c.3368-2A>T
c.3454G>C
c.3458T>A
c.3472C>T
€.3484C>T

Tipo de variante

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
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Region del
gen CFTR
(hg19)
Intrén 18
Exé6n 19
Exé6n 19
Exé6n 19
Intrén 19
Exén 20
Exon 20
Exén 20
Exon 20
Exén 20
Exon 20
Exén 20
Exon 20
Exén 20
Exén 20

Exon 20

Exén 20
Exon 20
Exén 20
Intrén 20
Exén 21
Exon 21
Exon 22
Exon 22

Llamadas positivas (variantes)

Muestras
clinicas

7
0
2

© W & O O O O - O O O O =

o o N N

iy
o

Muestras de
estirpe
celular

1

0
1
2

- =

N =2 O O o

-

- O o

- 1O N o

-

Muestras
sintéticas

© o - o o o - o - o o o o =

- O

o/ o o o o

Ausencia de
llamadas*

©O O O O O O O o o o o o o o o

o

©O O O O o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O © O O o o o o o o

o %

O/ oO0O O o o/o o o

Coincidencia
positiva

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
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Genotipo . Llamadas positivas (variantes)
(nom’bre Nombre de Tipo de variants F;Eglocnl__?sl v Muestras de Ausencia de .Llamadas Coincic.Je.zncia
comun/nombre de  ADNc (hg19) c‘:::::: estirpe 's\;,illr:(taésttif:s llamadas* incorrectas positiva
ADNc/coordenada) celular
R1162L c.3485G>T SNV Exon 22 0 2 0 0 0 100
3659delC c.3528delC DIV Exoén 22 4 1 0 0 0 100
S$1196X c.3587C>G SNV Exon 22 1 0 0 0 0 100
W1204X c.3611G>A SNV Exoén 22 0 1 0 0 100
(c.3611G>A)
W1204X c.3612G>A SNV Exoén 22 0 0 1 0 0 100
(c.3612G>A)
3791delC c.3659delC DIV Exon 22 2 0 0 0 0 100
11234V ¢.3700A>G SNV Exoén 22 1 0 1 0 0 100
S1235R c.3705T>G SNV Exon 22 9 1 0 0 0 100
3849+10 c.3717+ SNV Intrén 22 11 2 0 0 0 100
kbC>T 12191C>T
G1244E c.3731G>A SNV Exoén 23 0 1 0 0 100
3876delA c.3744delA DIV Exén 23 6 1 0 0 0 100
S1251N c.3752G>A SNV Exoén 23 1 0 1 0 0 100
3905insT c.3773_3774 DIV Exén 23 3 1 0 0 0 100
insT
D1270N c.3808G>A SNV Exoén 23 2 0 0 0 100
W1282X c.3846G>A SNV Exon 23 9 1 0 0 0 100
P1290P ¢.3870A>G SNV Exoén 23 10 3 0 0 0 100
4005+1G>A c.3873+1G>A SNV Intrén 23 0 0 1 0 0 100
4016insT c.3884_3885 DIV Exoén 24 0 0 1 0 0 100
insT
T1299T ¢.3897A>G SNV Exoén 24 3 0 0 0 0 100
N1303K €.3909C>G SNV Exén 24 9 1 0 0 0 100
Q1313X €.3937C>T SNV Exon 24 0 0 1 0 0 100
G1349D c.4046G>A SNV Exén 25 0 1 0 0 0 100
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Genotipo Llamadas positivas (variantes)

Region del . . .
(nombre Nombre de ) . Muestras de Ausencia de Llamadas Coincidencia
comdn/nombre de  ADNc Tipo de variante ge(?] 01ng Muestras estirpe el llamadas* incorrectas positiva
ADNc/coordenada) g clinicas celular sintéticas
4209TG c.4077_4080 DIV Exén 25 0 0 1 0 0 100
TT>AA delTGTT

insAA

CFTR c.3964-78_ Del Intrén 24 1 0 1 0 0 100
dele22,23 4242+577del
4382delA c.4251delA DIV Exén 27 0 0 1 0 0 100
Y1424Y c.4272C>T SNV Exén 27 6 2 0 0 0 100
Q1463Q c.4389G>A SNV Exén 27 150 32 0 0 0 100
Total de todas las variantes (coincidencia positiva)t 2072 3 4 99,66
Total de todas las cepas salvajes (coincidencia negativa) 2 600 928 1 28 >99,99
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincidencia total) 2 603 000 4 6 >99,99

DIV es la sigla en inglés de "variante de la delecion/insercién" (Deletion/Insertion Variant).
*No se volvieron a analizar las muestras.

A El software no especifica el nombre de ADNc de esta coordenada genémica.
** El informe de Sanger indic6 que la variante P205S era heterocigoética en el caso de la muestra clinica. En cambio, una revisién de los datos de rastreo de Sanger indicé que la variante era, en realidad, homocigoética

y que se habia notificado de forma incorrecta. MiSeqDx notificé que la variante era homocigética.

# Uno de los resultados que no concordaba provenia del estudio de reproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra coincidia con las 18 duplicaciones, pero no con la secuenciacién bidireccional de
Sanger.

¥ Se determind que la muestra sintética heterocigoética original no se habia preparado correctamente. Se detecté cuando se realizaron las pruebas posteriores a su preparacion utilizando el mismo plasmido.

1 La coincidencia positiva, salvo las llamadas de Poli-TG/Poli-T, fue del 100 %.
$ En el caso de la variante CFTR dele22, 23, se notificé como heterocigética una muestra heterocigoética sintética para el exén 8. Investigaciones posteriores revelaron que este resultado era probable a partir de un

nivel de contaminacién bajo. Asimismo, con una segunda muestra, los cebadores de Sanger no pudieron detectar completamente la variante Q1463Q debido a las indels ascendentes y descendentes de la posicion

de la variante.

Tabla 23 Exactitud de la variante Poli-TG/Poli-T para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Genotipo de Poli- N.° de muestras N.° de muestras de estirpe N.° de muestras N.° de llamadas N.° de ausencias de %
TG/Poli-T clinicas celular sintéticas incorrectas llamadas Exactitud
(TG)9(M7/(TG)11(T)7 2 0 0 0 1 50,00
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7 1 0 0 0 0 100
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Genotipo de Poli- N.° de muestras N.° de muestras de estirpe N.° de muestras N.° de llamadas N.° de ausencias de %
TG/Poli-T clinicas celular sintéticas incorrectas llamadas Exactitud
(TG)9(M9/(TG)11(T)7 5 1 0 0 0 100
(TG)9(M9/(TG)11(T)9 1 0 0 0 0 100
(TG10(M)7/(TG)10(T)7 25 8 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9 39 16 0 0 0 100
(TG10(M7/(TG)11(T)5 2 0 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)11(T)7 72 11 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)12(T)5 1 0 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)12(T)7 10 1 0 0 1 90,91
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9 7 6 0 0 0 100
(TG)10(T)9/(TG)11(T)5 5 0 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)11(T)7 76 20 0 0 0 100
(TG)10(T)9/(TG)11(T)9 3 0 0 0 0 100
(TG)10(M)9/(TG)12(T)5 2 0 0 0 100
(TG)10(M)9/(TG)12(T)7 13 0 0 0 1 92,31
(TG11(M5/(TG)11(T)7 6 0 0 1 0 83,33
(TG)11(M7/(TG)11(T)7 52 8 0 0 0 100
(TG)11(T)7/(TG)11(T)9* 2 1 0 3 0 0
(TG)11(M7/(TG)12(T)5 2 0 0 0 0 100
(TG 1(M7/(TG)12(T)7 37 3 0 0 0 100
(TG)11(M9/(TG)12(T)7 3 0 0 0 0 100
(TG)12(M)7/(TG)12(T)7 2 2 0 0 0 100
Total 448 4 3 98,44

*No se volvieron a analizar las muestras.
A Uno de los resultados que no coincidian provenia del estudio de reproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra coincidia con las 18 duplicaciones, pero no con la secuenciacién bidireccional de
Sanger.
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Reproducibilidad

La reproducibilidad de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay se determiné mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con
dos operadores por centro. Cada uno de los operadores de cada centro comprobd dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total
de 276 resultados de muestras por operador. El panel contenia una mezcla de ADN gendmico de estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones
conocidas en el gen CFTR, asi como sangre desleucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones conocidas en el gen CFTR. Las
muestras de sangre se proporcionaron para permitir la incorporacién de las etapas de extraccion utilizadas en la preparacién de ADNg que sirve como
entrada principal del flujo de trabajo de ensayo.

El indice de aptitud de las muestras, definido como el nimero de muestras que superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del
99,9 %. Todos los resultados se basan en la prueba inicial.

La coincidencia positiva a nivel del genotipo de todas las variantes con la variante Poli-TG/Poli-T incluida fue del 99,22 %, mientras que, sin ella, fue del
99,60 %. La coincidencia negativa de todas las cepas salvajes fue del 99,70 % y la coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue del 99,70 %.
La coincidencia positiva de la variante Poli-TG/Poli-T fue del 97,83 %.

Tabla 24 Reproducibilidad de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (excluyendo las variantes Poli-TG/Poli-T)

Resultados totales Llamadas coincidentes Total* (todos los centros)
Muestra L'\Jlt?ir:::é: esil: I:Ig\\llss) © \';l:rrir;lz;z fee Por Todoslos . .04 Centro2 Centro3 Aus; 2 cia Llamadas ¢ r:(/; (;j eencia

centro centros llamadas€ incorrectas
1 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
1 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100
1 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1680-1G>A 1812-1 G>A 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.3870A>G P1290P 6 18 6 5 6 0 1 94,44
2 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
3 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
3 c.1477C>T Q493X 6 18 6 6 6 0 0 100
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Muestra

© © O W W 0 0 N N N o o o ag o o g a a & b b 0w W
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Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2052delA
c.1408G>A
C.224G>A
c.2562T>G
c.3472C>T
¢.366T>A

c.625G>T
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2051_2052delAAinsG
c.1408G>A
c.223C>T
c.2562T>G
c.1408G>A
c.1519_1521delATC
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT

Nombre de la
variante

F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
2184delA
V470M
R75Q
T854T
R1158X
Y122X
A209S
V470M
F508del
2183AA>G
V470M
R75X
T854T
V470M
1507del
F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del

Resultados totales

Por
centro

O O O O O O OO O O O O O O O O o o o o o o o o o

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Centro 1

O O O O O O OO O O O O O o o o o o o o 0000 oo o o

Llamadas coincidentes

Centro 2

o O O O O O OO o o o o o o o0 g0 00 a0 o0 o0 o0 o o o

Centro 3

O O O O O O OO O O O O O O O o o o o o o o o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0
0
0

Llamadas

O O O O O O O O O 0O O 0O OO o 0o oo o o o o o o o

O O O O O O O o o o o o o

incorrectas

% de
coincidencia

100
100
100

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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77

Muestra

10
10
10
10
10
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
13
13
13
13
14
14

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o

ubicacion sin HGVS)

c.2562T>G
c.3846G>A
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.3140-26A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2002C>T
c.2562T>G
c.3717+12191C>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.2988+1G>A
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.178G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1584G>A

Nombre de la
variante

T854T
W1282X
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
3272-26A>G
Q1463Q
V470M
F508del
R668C
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q
V470M
T854T
3120+1G>A
Q1463Q
621+1G>T
V470M
F508del
E60X
Q1463Q
V470M
E528E

Resultados totales

Por Todos los
centro centros
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18

Llamadas coincidentes

Centro 1

OO O O O o o O

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o O O o o

Centro 2

a o o o o o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o O O o o

Centro 3

OO O O O o o O

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o O O o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

0

olo o o =

-
*

O O O O O O O O O O o o o o o o o o

% de
coincidencia

100
94,44
100
100
100
100
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Mayo de 2022
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Muestra

14
14
15
15
15
15
16
16
16
17, 41
17, 41
17, 41
18, 42
18, 42
18, 42
18, 42
19
19
19
20, 43
20, 43
20, 43
21, 44
21, 44
21, 44

78 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o

ubicacion sin HGVS)

c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
c.1584G>A
c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.3080T>C
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.3528delC
c.-4G>C

c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.350G>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.579+1G>T
c.1408G>A
c.254G>A
c.489+1G>T
c.1364C>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT

Nombre de la
variante

T854T
M1101K
V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
F508del
11027T
V470M
F508del
3659delC
117120145
V470M
F508del
R117H
V470M
621+1G>T
7T1141G>T
V470M
G85E
621+1G>T
A455E
V470M
F508del

Resultados totales

Por Todos los
centro centros
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36

Llamadas coincidentes

Centro 1

o O O o o o o o

12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Centro 2

o O O o o o o o

12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Centro 3

o O O o o o o o

12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O 0O O 0O OO o 0o oo o o o o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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79

Muestra

22
22
22
22
22
23
23
23
24, 45
24, 45
24, 45
25
25
26
26
26
27, 46
27, 46
27, 46
27, 46
27, 46
28
28
28
28

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.1408G>A
¢.1521_1523delCTT
c.1679G>C
c.2562T>G
C.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.3276C>A
c.1408G>A
¢.3909C>G
c.4046G>A
c.1408G>A
c.1624G>T
c.-8G>C
c.1408G>A
c.1624G>T
c.1408G>A
c.1652G>A
c.1657C>T
c.2562T>G
C.4389G>A
c.1408G>A
¢.2562T>G
c.3717+12191C>T
C.4389G>A

Nombre de la
variante

V470M
F508del
R560T

T854T
Q1463Q
V470M
F508del
Y1092X (C>A)
V470M
N1303K
G1349D
V470M
G542X
117120141
V470M
G542X
V470M
G551D
R553X

T854T
Q1463Q
V470M

T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q

Resultados totales

Por
centro

o O O O O o o o

- = -
N NN

12
12
12
12
12

o o O

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

o O O O o o o o

- = -
N NN

12
12
12
12
12

o o O

Centro 2

o O O O O o o o

- = -
N NN

12
12
12
12
12

o o O

Centro 3

o O O O o o o o

- = -
N NN

12
12
12
12
12

o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O O O O 0O OO oo o o o o o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Muestra

29
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
34
34
35

80 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.1408G>A
c.2562T>G
c.91C>T

c.1408G>A

¢.1521_1523delCTT

c.2562T>G
c.3485G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1585-1G>A
¢.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.3484C>T
c.4389G>A
¢.1040G>C
c.1408G>A
c.1652G>A
c.2562T>G
c.4272C>T
c.4389G>A
¢.1000C>T
c.3368-2A>T
¢.1523T>G

Nombre de la
variante

V470M
T854T
R31C
V470M
F508del
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
1717-1G>A
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
R1162X
Q1463Q
R347P
V470M
G551D
T854T
Y1424Y
Q1463Q
R334W
c.3368-2A>T
F508C

Resultados totales

Por
centro

O O O O O O OO O O O O O O O O o o o o o o o o o

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

o O O O O O OO O O O O O O o o o o o o o o o o o

Centro 2

O O O O O O OO O O O O O O o o o o o o o o o o o

Centro 3

O O O O O O OO O O O O O O O o o o o o o o o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O 0O O 0O OO o 0o oo o o o o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Mayo de 2022
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Muestra

36
36
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
47, 85
47, 85
47, 85
47, 85
48, 86

48, 86
48, 86
49, 87
49, 87
49, 87
50, 88
50, 88
50, 88

81 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.254G>A
¢.3454G>C
c.1007T>A
c.1408G>A
c.2562T>G
¢.3705T>G
c.1408G>A
c.1727G>C
c.2002C>T
c.2057C>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.2657+5G>A
c.4389G>A
¢.54-5940_

273+10250del21kb

c.1408G>A

c.1521_1523delCTT

c.1408G>A

c.1521_1523delCTT

c.1766+1G>A
c.1408G>A
c.220C>T
c.2562T>G

Nombre de la
variante

G85E
D1152H
1336K
V470M
T854T
S1235R
V470M
G576A
R668C
S686Y
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
2789+5G>A
Q1463Q
CFTRdele2,3

V470M
F508del
V470M
F508del
1898+1G>A
V470M
R74W
T854T

Resultados totales

Por
centro

OO O O O O O O oo o o

12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36

36
36
36
36
36
36
36
36

Llamadas coincidentes

Centro 1

o O O O O O O oo o o

12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12

Centro 2

oo O O O O O O oo o o

12
12
12
11

11
11
12
12
12
12
12
12

Centro 3

o O O O O O O o o o o

12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

- O O O O O O O O 0o o o o o o o

-

o O O o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O o o o o o o o o

O O O O o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
97,22

97,22
97,22
100
100
100
100
100
100
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Muestra

50, 88
51, 89
51, 89
51, 89
52
53, 90
54, 91
54, 91
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
56
56
56
56
57
57
57
57
58
58
58

82 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o

ubicacion sin HGVS)

c.3808G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2012delT
c.3744delA
c.3773_3774insT
c.1408G>A
€.262_263delTT
c.1408G>A
c.1519A>G
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.3080T>C
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.3154T>G
c.4389G>A

c.-8G>C

c.1408G>A
c.2562T>G
c.3209G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2991G>C

Nombre de la
variante

D1270N
V470M
F508del
2143delT
3876delA
3905insT
V470M
394delTT
V470M
1507V
F508del
T854T
10277
Q1463Q
V470M
T854T
F1052V
Q1463Q
117120141
V470M
T854T
R1070Q
V470M
F508del
L997F

Resultados totales

Por Todos los
centro centros
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18

Llamadas coincidentes

Centro 1

12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o

o O O O O O oo o o

Centro 2

12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o

o O O O O O oo o o

Centro 3

12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o

o O O O O O oo o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O 0O O 0O OO o 0o oo o o o o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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83

Muestra

59
59
59
60
60
60
60
61
61
61
62
62
62
64
64
64
64
65
66
66
66
67
67
68
68

N.° de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.1408G>A
¢.2562T>G
¢.3205G>A
c.1408G>A
¢.2562T>G
c.4389G>A
c.617T>G
c.1408G>A
€.2260G>A
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.988G>T
c.1040G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
C.4389G>A
c.948delT
c.1408G>A
¢.1521_1523delCTT
c.532G>A
c.1408G>A
c.1647T>G
c.1408G>A
c.1646G>A

Nombre de la
variante

V470M
T854T
G1069R
V470M
T854T
Q1463Q
L206W
V470M
V754M
Q1463Q
V470M
T854T
G330X
R347H
V470M
T854T
Q1463Q
1078delT
V470M
F508del
G178R
V470M

S549R (c.1647T>G)

V470M
S549N

Resultados totales

Por
centro

OO O O O O O O O o O O O O O O O O o o o o o o o o

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

OO O O O O O O O o O O O O O O O o0 o o o o o o o o

Centro 2

OO O O O O O O O o0 O O O O O O O 0O o o o o o o o o

Centro 3

O O O O O O O O o O O O O O 6O O 0O o o o o o o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O O O O 0O OO oo o o o o o o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Mayo de 2022



Instrucciones de uso de TruSight Cystic Fibrosis

Muestra

68
68
69
69
70
70
70
70
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
73
73
73
74
74
74
75

84 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

¢.2562T>G
c.4389G>A
¢.2506G>T
c.2537G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.3485G>T
c.4389G>A
c.1408G>A

¢.1521_1523delCTT

¢.2562T>G
c.274G>T
c.4389G>A

¢.1022_1023insTC

c.1408G>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1624G>T
c.1826A>G
c.1408G>A
c.1429C>T

¢.1521_1523delCTT

c.1408G>A

Nombre de la
variante

T854T
Q1463Q
D836Y
W846X
V470M
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
E92X
Q1463Q
1154insTC
V470M
T854T
Q1463Q
621+1G>T
V470M
G542X
H609R
V470M
P477S
F508del
V470M

Resultados totales

Por
centro

O O O O O O OO O O O O O O O O o o o o o o o o o

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

o O O O O O OO O O O O O O o o o o o o o o o o o

Centro 2

a o O O O O OO O O O O O O O O o o o o o o o o o

Centro 3

o O O o0 o O O/ o a0 o0 00 a0 o0 0O o0 o0 O o o0 o o o o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

0

O O O O O O 0o o o o o o

- -

o O O o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O 0O O O o 0o o o o o o o o

-

o o o

% de
coincidencia

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
100
100
100
94,44
100
100
94,44

Mayo de 2022
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Muestra

75
75
76
76
76
76
76
77
77
77
78
78
78
78
78
78
78
79
79
79
79
80
80
80
80

85 | N.°de documento 1000000097720 vO3 ESP

Nombre de la HGVS (o
ubicacion sin HGVS)

c.1521_1523delCTT

c.1721C>A
c.1408G>A

¢.1521_1523delCTT

c.2562T>G
c.425delT
c.4389G>A
c.1364C>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1581A>G
c.1680-1G>A
c.2562T>G
c.312delA
c.3870A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.220C>T
c.2562T>G
c.3808G>A
c.-8G>C
c.1408G>A

¢.1521_1523delCTT

c.1657C>T

Nombre de la
variante

F508del
P574H
V470M
F508del
T854T
F143LfsX10
Q1463Q
A455E
V470M
621+1G>T
V470M
E527E
1812-1 G>A
T854T
444delA
P1290P
Q1463Q
V470M
R74W
T854T
D1270N
117120141
V470M
F508del
R553X

Resultados totales

Por
centro

OO O O O O O O O o O O O O O O O O o o o o o o o o

Todos los
centros
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

OO O O O O O O O o O O O O O O O o0 o o o o o o o o

Centro 2

OO O O O O O O O o O O O O O 6O O o0 o o o o o o o o

Centro 3

O O O O O O O O o O O O O O 6O O 0O o o o o o o o o

Total* (todos los centros)

Ausencia
de
llamadas®

1A

Y
>

O O O O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o

Llamadas
incorrectas

O O O O O O O O O O O O 0O OO oo o o o o o o o o

% de
coincidencia

94,44
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Mayo de 2022
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Resultados totales

Llamadas coincidentes

Total* (todos los centros)

Muestra No.mbr'e’ de .Ia HGVS (o Nor.nbre de la . e e Ausencia R . %. de .
ubicacion sin HGVS) variante Centro 1 Centro 2 Centro 3 de . coincidencia
centro centros llamadas€ incorrectas
80 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.4272C>T Y1424Y 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.-4G>C 11720145 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.350G>A R117H 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.1519_1521delATC 1507del 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
Total de todas las variantes (coincidencia positiva)** (incluyendo 2580 7740 2562 2553 2565 37 23 99,22
datos de Poli-TG/Poli-T de la Tabla 25)
Total de todas las cepas salvajes (coincidencia negativa) 2871132 8613396 2865930 2855526 2865932 26 006 2 99,70
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincidencia total) 2873712 8621136 2868492 2858079 2868497 26 043 25 99,70

€ No se volvieron a analizar las muestras.

A Un duplicado de cada una de las muestras 5 y 75 presenté un indice de llamada del 0 %. Investigaciones adicionales indicaron que es posible que las muestras no se hubiesen afiadido a la placa de muestras antes
de la preparacion de librerias.

*Tras su revision, se comprueba que el operador ha podido alternar las muestras 9 y 10 antes de la preparacién de librerias.

** Excluidas las variantes de Poli-TG/Poli-T, la coincidencia positiva fue del 99,60 %.
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Tabla 25 Reproducibilidad de Poli-TG/Poli-T para Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Panel Muestra

-

= © 00 N o a & 0N

11, 39
12, 40
13
14
15
16
17, 41
18, 42
19
20, 43
21, 44
22
23
24, 45
25
26

> >» > | > > > | > > > >\ > > > > > > > > > > > > > > > >
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Genotipo

(TGY12(T)7/(TG)12(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TGY10(T)7/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N)7/(TG)10(T)9
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N7/(TG)11(T)7
(TGY10(T)7/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N9/(TG)12(T)5
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(N9/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG)10(N9/(TG)11(T)7

N.° de resultados

Por
centro

6

o o0 e 00 00 0 0 o o

- -
N DN

Todos los
centros

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
18
18
18
18
36
36
18
36
36
18
18
36
18
18

Centro 1

OO O O O O o a o o o

- -
N DN

o O o o

- -
N DN

Llamadas coincidentes

Centro 2

O O O O O o o o o O

—_ -
N N

o o o o

—_ -
N N

12
12

12

6

Centro 3

D O O O O O O O o O

- -
N DN

o O o O

- -
N DN

Ausencia de
llamadas

0

0
0
1

-0 O 0O oo o o o o =

O O O O O o o o o o o

Total de todos los centros

Llamadas
incorrectas

0

©O O O O ©O O O OO O O O 0O oo o o o o o o o o o o

% de
coincidencia

100 %
100 %
100 %
94,44 %
94,44 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
94,44 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
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Panel Muestra

27, 46
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
47, 85
48, 86
49, 87
50, 88
51, 89
52
53, 90
54, 91
55, 92
56
57
58
59
60

WO D WD OO T O ODOD OO >>> > > P> > > >

Genotipo

(TG)10(N7/(TG)11(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10(T)7
(TG)10(N7/(TGN1 2(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(N7/(TG)11(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10(T)7
(TG)10(N7/(TG)11(T)7
(TG)11 (T)7/(TG)12(T)7
(TG11(M7/(TG)11(T)7
(TG (M7/(TG)11(T)7
(TG)11(N7/(TGN 2(T)7
(TGY10(M)7/(TG)11(T)7
(TG)10()7/(TG)10(T)7
(TG)10(N)9/(TG)11(T)7
(TG)10(N)9/(TG)11(T)7
(TG)10(N)9/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG)Y11 (M7/(TG)11(T)7
(TG11(M7/(TG11(T)7
(TG)10(N)9/(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9
(TG)12(N7/(TGN 2(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG11(M7/(TGN 2(T)7
(TG)9(M9/(TG)11(T)7

N.° de resultados

Por
centro

12

o

O 00 O 0 O o6 O o6 o

12
12
12
12
12

12
12
12

o o o o
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Todos los
centros

36
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36
18
36
36
36
18
18
18
18
18

Llamadas coincidentes

Centro 1

o oo o ol o o o o o o

[ R G T O R Y
N N N = DN

12
12
12

o o o o

Centro 2

o o o o o o o o o~ o o

[ O G T O T G Y
N N N = DN

12
12
12

o O o o

Centro 3

—_
N

Do O/ o/l oo M~ O

12
12
12
12
12

12
12
12

o O o o

Total de todos los centros

Ausencia de
llamadas

0

O - O O O O O O O O OO oM O O OO0 o o - o o o » o©

Llamadas
incorrectas

O O O O ©O O O OO O O 0O O OO o 0O oo o o o o o o =

% de
coincidencia

97,22 %
100 %
77,78 %
100 %
100 %
100 %
94,44 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
94,44 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
100 %
94,44 %
100 %
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. N.° de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centros o

B 61 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 62 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 63 (Te)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 64 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 65 (Te)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 66 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 67 (Te)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 68 (TG)10(T)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 69 (Te)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 70 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 71 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 72 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 5 6 5 2 0 88,89 %
B 73 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 74 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 75 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
B 76 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 77 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 78 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 79 (TG)10(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 80 (TG)11(T)7/(TG)11(T)9 6 18 0 0 0 0 18* 0 %

B 81 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 82 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 83 (TG)10(M)9/(TG)12(T)5 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 84 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
Total de variantes de Poli-TG/Poli-T 552 1656 537 540 543 17 19 97,83 %

(coincidencia positiva)

* Las 18 muestras fueron coincidentes entre ellas, pero no coincidieron con la secuenciacion bidireccional de Sanger.
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Extraccion de ADN

Se evaluaron tres métodos de extraccion comercializados utilizados con frecuencia (extraccion de bolas
magnéticas, precipitacion por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre completa
anticoagulada con EDTA K». Durante el estudio, se utilizé un total de 14 muestras de sangre. Dos muestras
eran de cepa salvaje, mientras que las demas muestras contaban con genotipos Ginicos que representaban
nueve variantes diferentes, entre las que se incluian variantes excepcionales y comunes. Para la variante Poli-
TG/Poli-T, se incluyeron las muestras con (T)5-9 y (TG)10-12. Dos operadores diferentes comprobaron
independientemente los tres métodos de extraccién de ADN. Cada operador llevé a cabo tres experimentos por
método de extraccién. Cada operador realizé cada una de las extracciones en dias diferentes. La concentracion
de ADN vy el indice de A260/A280 de las muestras de ADNg extraidas se determinaron mediante espectrometria.
El tamano de muestras total para cada método de extracciéon en el estudio fue de 168 (14 muestras, 2
operadores/métodos de extraccion, 3 experimentos/operador y 2 duplicados/muestra de ADNg extraida).

Numero de indice de indice de
Método de extraccion muestras Exactitud muestras del
. llamada . S
analizadas primer paso
Precipitacion por alcohol 168 >99,99 % >99,99 % 100 %
Aislamiento de la columna de filtrado de silicio 168 >99,99 % >99,99 % 100 %
Extraccion de bolas magnéticas 168 >99,99 % >99,99 % 100 %

*Porcentaje de muestras con un indice de llamada superior al 99 % en el primer experimento.

Entrada de ADN

El rango de entrada de ADN de Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay se evalué llevando a cabo un estudio
de dilucién en serie con 14 muestras de ADN representativas que contenian 16 variantes Unicas de la fibrosis
quistica. Cada muestra se evalué por duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre

1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5ng y 1 ng). Para determinar la exactitud,
se compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciacién bidireccional de Sanger y las
deleciones se compararon con un ensayo de PCR. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el limite
superior e inferior para la entrada de ADN, respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer
paso del 95 % o superior, sin llamadas incorrectas (100 % de exactitud y de indice de llamada).

Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN
representativas y, al menos, 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra

(n =4 x 20 = 80 muestras), mientras que el limite inferior de 25 ng se analizé con 14 muestras y 20 duplicados de
cada muestra (n = 14 x 20 = 280 muestras). La exactitud y el indice 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 MiSegDx Cystic Fibrosis System de lllumina, se
calificé el rendimiento del ensayo en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el estudio, se
analizaron 16 muestras de sangre completa con genotipos de fibrosis quistica Unicos. Se analizaron cuatro
sustancias interferentes enddgenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) anadiéndolas a las
muestras de sangre antes de la extraccion de ADN. En la tabla siguiente se muestran los limites de
concentracion de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la interferencia resultante de la extraccién de sangre
(extraccion breve), se ahadié EDTA a las muestras de sangre y, para evaluar la interferencia resultante de la
preparaciéon de muestras, se afadié el tampdn de lavado final del método de aislamiento de la columna de
filtrado de silicio al ADN gendmico purificado.
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Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay arrojo un indice de llamada del 100 % con todas las muestras
analizadas, asi como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre muestras en presenciay
ausencia de sustancias interferentes. No se observaron interferencias relacionadas con sustancias interferentes
exdégenas o enddgenas.

Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de indice del multiplexado, se llevé a cabo un estudio de
la contaminacién cruzada con dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigéticos Unicos en cuatro
posiciones genémicas diferentes, y dos cebadores de indice respectivos. No se observaron cambios en las
llamadas de variantes con niveles de contaminacion inferiores al 40 %. El genotipo de la muestra pasé a ser
heterocigoético cuando los niveles de contaminacion eran iguales o superiores al 40 %.

. Concentracion Concentracion
. Numero total de -

Sustancia de prueba . comprobada en sangre comprobada en sangre Indice de llamada

duplicados L . T .

(limite superior) (limite inferior)

Bilirrubina 16 684 pmol/I 137 pymol/I 100 %
Colesterol 16 13 mmol/I 2,6 mmol/I 100 %
Hemoglobina 16 29/l 0,4 g/l 100 %
Triglicéridos 16 37 mmol/I 7,4 mmol/I 100 %
EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %

Equivalencia de rendimiento con MiSegDx Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay de
lllumina

TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (TruSight CFCS) utiliza los mismos reactivos y el mismo
flujo de trabajo de preparacién de librerias que MiSegDx Cystic Fibrosis Assay de lllumina (MiSeqDx CFCS).
TruSight CFCS utiliza MiSegDx Reagent Kit v3, mientras que MiSeqDx CFCS utiliza reactivos de secuenciacion
incluidos con el ensayo. Para demostrar la equivalencia entre TruSight CFCS y MiSeqDx CFCS, se compararon
los resultados de nueve experimentos de TruSight CFCS con un solo experimento de MiSeqDx CFCS como
referencia. Los experimentos de TruSight CFCS se llevaron a cabo a un rendimiento de 96 muestras (el maximo
rendimiento de muestras para TruSight CFCS) y los de MiSeqDx CFCS a un rendimiento de 48 muestras (el
maximo rendimiento de muestras para MiSeqDx CFCS). Las fuentes de variabilidad incluidas en los
experimentos de TruSight CFCS fueron tres eventos de preparacion de librerias (cada uno con un lote Gnico de
TruSight Cystic Fibrosis), tres operadores, tres instrumentos MiSeqDx y tres lotes de MiSegDx Reagent Kit v3.

Las llamadas de variantes de los experimentos de TruSight CFCS se compararon con las llamadas realizadas
por el experimento de MiSeqDx CFCS. Se incluyeron 47 muestras Unicas en cada experimento de TruSight
CFCS, con dos o tres réplicas por muestra (95 muestras de ADN y un NTC por experimento). En el caso del
experimento de MiSegDx CFCS, se secuenciaron las mismas 47 muestras individualmente (47 muestras de
ADN + 1 NTC por experimento). El panel de muestras estaba compuesto de muestras de ADN de Coriell
extraidas de estirpes celulares inmortalizadas e incluia muestras que representaban cada alelo de las

23 variantes de ACMG, variantes de delecién/insercion (incluidas las inserciones y deleciones en regiones
homopoliméricas e insercién con delecion en la misma regién), variantes homocigoticas, variantes
heterocigéticas compuestas, una de las deleciones dirigidas de gran tamafo, una variante comun de
Poli-TG/Poli-T, numerosas variantes de nucleétido Ginico y una muestra sin variantes detectadas. El resumen de
resultados por genotipo aparece en la Tabla 26. La coincidencia entre ensayos por tipo de variante aparece en
la Tabla 27. La coincidencia general total entre ensayos fue superior al 99,99 %.
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Tabla 26 Rendimiento de las llamadas de variantes del ensayo de variantes de secuenciacién clinica de la FQ
TruSight CFCS en comparacion con el ensayo de variantes de secuenciacion clinica de la FQ MiSeqDx CFCS

TruSight CF Clinical Assay

Variante
HOM

Variante
HET

Estado
natural

Ausencia
de
llamadas

Total

Variante
HOM

551

551

MiSeqgDx CF Clinical Assay

Variante Estado Ausencia Total
HET natural de
llamadas

- - - 551
2664 - - 2664

- 4426 182 - 4426 182

- 58 - 58
2664 4 426 420 - 4 429 455

Tabla 27 Rendimiento por tipo de variante del ensayo de TruSight CF Clincial Sequencing Assay en comparacion
con MiSeqDx CF Clinical Sequencing Assay

Tipo de variante

SNV

DEL

DIV
Poli-TG/Poli-T

Ninguna (estado
natural)

Total

Mayo de 2022

Llamadas
correctas

2684
18
513
847
4426 182

4 430 244

Llamadas
incorrectas

0
0
0

Ausencia de Coincidencia con MiSegDx CF Clinical
llamadas Sequencing Assay
0 100,00 % (2684/2684)

0 100,00 % (18/18)

0 100,00 % (513/513)

3 99,88 % (847/851)

58 100,00 % (4 426 182/4 426 240)

61 >99,99 % (4 430 244/4 430 306)
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Se observo una Unica llamada sin coincidencia entre TruSight CFCS y MiSeqDx CFCS. La llamada incorrecta en concreto era una variante Poli-
TG/Poli-T. En la Tabla 28 en la pagina 93 se presenta un resumen de la concordancia Poli-TG/Poli-T.

Tabla 28 Rendimiento de las llamadas de variantes de Poli-TG/Poli-T de TruSight CF Clinical Sequencing Assay en comparacion con MiSeqDx CF Clinical
Sequencing Assay
Tabla de MiSegDx CF Clinical Assay
(TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)11 (TG)11 (TG)11 (TG)11 (TG)12  Ausencia Total
mz/ m7/ m7/ m7/ me/ Mo/ mz7/ mz7/ mz/ m7/ (ms/ de
(TG)10  (TG10  (TG112  (TG112 (TG0  (TG112 (TG0 (TG0  (TG)11 (TG12  (TG)112  llamadas
m7 M9 M5 mz me Mms mz me m7 m7 M5

TruSight  (TG)10(T)7/ 50 - ; ; ) ) i ] ) ) ) ) 50
CF (TG)10(T)7
Clinical  76)10m7/ - 189 - - - - - - - - - - 189
Assay (TG)10(M9
(TG)10(T)7/ - - 18 - - ] ] ] - ] i ) 18
(TG)12(T)5
(TG)10(M7/ - - - 18 - ) ) ] ] ] ) ) 18
(TG)12(T)7
(TG)10(T)9/ - - - - 72 - - - ] ] ; i 72
(TG)10(T)9
(TG)10(T)9/ - - - - - 17 - ] - ] ; ) 17
(TG)12(T)5
TG)11(M7/ - - - - - - 126 ] - - ; ] 126
(TG)10(T)7
(Teimz/ - - - - - - - 249 - - - - 249
(TG)10(T)9
TGy 117/ : : i i i i i i 72 i i i 7
TG)11(T)7
Ta11m7/ i i : i i i i i i 36 i i 36
(TG)12(T)7
(TG)12(T)5/ - - - - - 1 ) ] - ] ; ) 1
(TG)12(T)5
Ausencia de - - - - - - - 3 - - - - 3
llamadas
Total 50 189 18 18 72 18 126 252 72 36 - - 851
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Historial de revisiones

Documento Fecha Descripcién del cambio
N.° de documento Mayo de e Se ha actualizado el contenido de todo el documento para tener en cuenta
1000000097720 v03 2022 MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (n.° de catalogo 20063860) y su flujo de trabajo.

¢ Se ha creado la subseccioén Preparacion de muestras como parte de la seccion
Notas de procedimiento y se ha trasladado la informacién de extraccion y
cuantificacion de ADN a esta subseccion.

¢ Se ha afadido una declaraciéon de Advertencias y Precauciones sobre la
notificacion de incidentes graves relacionados con este producto a lllumina y la
autoridad competente del Estado miembro.

e Se ha afadido una declaracion de Resumen de seguridad y rendimiento con el
sistema Basic UDI-DI en la seccion Etiquetado del producto.

e Se ha corregido la ubicacion del icono ™ en la descripcién general del
producto.

¢ Se han actualizado los iconos de nota, precaucién y advertencia.

e Se ha completado la tabla Historial de revisiones.

N.° de documento Agosto Se ha afadido la tabla Historial de revisiones. Se ha modificado la direccion del
1000000097720 v02 de 2021 representante autorizado en la UE.

N.° de documento Junio Se ha afnadido el nuevo numero de referencia 20037124 para MiSeqDx Reagent Kit
1000000097720 vO1 de 2020 v3.

N.° de documento Marzo Publicacién inicial.

1000000097720 v0O de 2020

Patentes y marcas comerciales

Este documento y su contenido son propiedad exclusiva de lllumina, Inc. y sus afiliados ("lllumina") y estan previstos solamente
para el uso contractual de sus clientes en conexion con el uso de los productos descritos en él y no para ningun otro fin. Este
documento y su contenido no se utilizaran ni distribuiran con ningun otro fin ni tampoco se comunicaran, divulgaran ni reproduciran
en ninguna otra forma sin el consentimiento previo por escrito de lllumina. lllumina no transfiere mediante este documento ninguna
licencia bajo sus derechos de patente, marca comercial, copyright ni derechos de autor o 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 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, PODRIAN PRODUCIRSE DANOS EN EL PRODUCTO, LESIONES PERSONALES, INCLUIDOS LOS USUARIOS U OTRAS
PERSONAS Y DANOS EN OTROS BIENES Y QUEDARA ANULADA TODA GARANTIA APLICABLE AL PRODUCTO.

ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA DERIVADA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUIi DESCRITOS
(INCLUIDAS LAS PIEZAS O EL SOFTWARE).

© 2022 lllumina, Inc. Todoslos derechos reservados.

Todas las marcas comerciales pertenecen a lllumina, Inc. o a sus respectivos propietarios. Para obtener informacién especifica
sobre las marcas comerciales, consulte www.illumina.com/company/legal.html.

AMPure, Beckman y Beckman Coulter son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman
Coulter, Inc.
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Informacion de contacto

ul Ce

Nlumina

5200 lllumina Way Patrocinador australiano
San Diego, Califoria 92122 (EE. UU.) IVD lllumina Australia Pty Ltd

+ 1800809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+ 1858202 4566 (fuera de Norteamérica) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourme, VIC 3000
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Paises Bajos

Etiquetado de productos

Consulte la clave de simbolos de su kit en support.illumina.com para acceder a una referencia completa de
simbolos que podrian aparecer en etiquetas y envases de productos.

Encontrara un resumen de la seguridad y el rendimiento (SSP, Summary of Safety and Performance) en
https://ec.europa.eu/tools/eudamed, tras el lanzamiento de la base de datos europea sobre productos
sanitarios (Eudamed, European Database on Medical Devices), que esta vinculada al sistema Basic UDI-DI
(0081627002CYSTFIB8C).
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