VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Instrucciones de uso

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Uso previsto

VeriSeq NIPT Solution v2 es una prueba diagnédstica in vitro concebida para su uso como prueba de cribado
para la deteccion de anomalias genéticas fetales del genoma completo a partir de muestras de sangre
completa periférica materna de mujeres embarazadas de un minimo de 10 semanas de gestacion.

VeriSeq NIPT Solution v2 usa la secuenciacion del genoma completo para detectar duplicaciones y deleciones
parciales de todos los autosomas, asi como el estado de aneuploidia de todos los cromosomas. La prueba
ofrece la opcion de solicitar un informe sobre aneuploidia de cromosomas sexuales (SCA, Sex Chromosome
Aneuploidy). Este producto no debe usarse como la Unica base para el diagndéstico ni para la toma de
decisiones en relacién con el embarazo.

VeriSeq NIPT Solution v2 incluye: VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 para VeriSeq NIPT Microlab STAR,
VeriSeq NIPT Sample Prep y VeriSeq Onsite Server v2 con VeriSeq NIPT Assay Software v2.
VeriSeq NIPT Solution v2 estd disefiada para su uso con un secuenciador de nueva generacion.

Resumen y explicacion del ensayo

Las anomalias cromosdmicas, especificamente la aneuploidia (un nimero anormal de cromosomas), son una
causa habitual de incapacidad reproductiva, anomalias congénitas, retraso en el desarrollo y discapacidad
intelectual. La aneuploidia afecta aproximadamente a 1 de cada 300 nacidos vivos, y la tasa de aborto o muerte
fetal es mucho més elevada.? Hasta hace muy poco, habia dos tipos de pruebas prenatales para estos
trastornos: pruebas diagndsticas o cribados. Las pruebas diagndsticas llevan aparejados procedimientos
invasivos como la amniocentesis o la biopsia de vellosidades coridnicas. Estos métodos se consideran los
meétodos de referencia para la deteccion de la aneuploidia fetal. Sin embargo, estan asociados con un riesgo de
pérdida del embarazo de entre el 0,11 % y el 0,22 %.2 Las pruebas de deteccidn de marcadores multiples no
conllevan riesgo de pérdida del embarazo, ya que no son invasivas, con unas tasas de deteccion de trisomia del
21 que oscilan entre el 69 % y el 96 %, en funcion de la deteccidn concreta, la edad de la madre y el tiempo de
gestacion en el momento de la prueba.4 Lo importante es que la tasa de falsos positivos esdeun 5 %
aproximadamente, por lo que puede necesitarse una confirmacién mediante pruebas diagndsticas, que, como
se ha mencionado, conllevan un riesgo de pérdida del embarazo.* Los cribados mediante ecografia también
pueden detectar anomalias cromosdémicas, pero su grado de precision es ain menor que el de los otros
métodos mencionados.

La aneuploidia fetal de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y se puede detectar con un alto grado de precision
mediante una prueba prenatal no invasiva (NIPT) con secuenciacién del genoma completo del ADN sin células
(cfDNA) obtenido del plasma materno a partir de la décima semana de gestacidon. De un metaanalisis mas
reciente que comprende varios estudios clinicos se desprenden las siguientes tasas de detecciény
especificidades agrupadas y ponderadas para la trisomia del 21y la trisomia del 18 en embarazos con un Unico

N.° de documento 1000000078751 v08 ESP 1de 80
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO



Instrucciones de uso de VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

embridn: para la trisomia del 21, 99,7 % y 99,96 % y para la trisomia del 18, 97,9 % y 99,96 %, respectivamente.5
En un estudio se sugiere que el uso de NIPT como herramienta de deteccion principal en todos los embarazos
podria reducir un 89 % el nimero de procedimientos invasivos de confirmacion.®

La reduccidn significativa de las tasas de falsos positivos de las NIPT, en comparacién con el cribado de
marcadores multiples convencional, ha llevado a numerosas organizaciones de profesionales sanitarios a
publicar comunicados en los que muestran su apoyo al uso de las NIPT.

En concreto, la International Society for Prenatal Diagnosis (ISPD), el American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG)/Society for Maternal Fetal Medicine (SMFM), el American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) y la European Society of Human Genetics/American Society of Human Genetics se
muestran a favor de que se ofrezcan NIPT a todas las mujeres embarazadas.”®° Se recomienda ofrecer
asesoramiento antes de la prueba, incluir un consentimiento informado y una prueba diagndstica para confirmar
un resultado positivo de la deteccién de ADN sin células.?

VeriSeq NIPT Solution v2 es una prueba de diagndstico in vitro (DIV) no invasiva que utiliza secuenciacion del
genoma completo de fragmentos de ADN sin células procedentes de muestras de sangre completa periférica
materna a partir de la décima semana de gestacidn. La prueba ofrece dos opciones para los tipos de cribado:
basico y del genoma completo. El cribado basico proporciona informacién sobre la presencia de aneuploidias
de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y. Los cribados del genoma completo proporcionan informacién sobre la
presencia de duplicaciones y deleciones parciales para todos los autosomas, asi como de aneuploidias de
todos los cromosomas. Ambos tipos de cribado ofrecen la opcidn de informar sobre aneuploidia del cromosoma
sexual (SCA), con posibilidad de informar o no sobre el sexo del feto. Es posible desactivar la opcion de
informar sobre SCA. Si se desactiva la opcidn de informar sobre SCA, tampoco se informara sobre el sexo del
feto. Para obtener mas informacién sobre las opciones para informar sobre el sexo, consulte la Guia de
software de VeriSeq NIPT Solution v2 (n.° de documento 1000000067940).

Principios de procedimiento

VeriSeq NIPT Solution v2 es una solucion automatizada para pruebas de NIPT en laboratorio, que consiste en la
preparacion de muestras y en el analisis de datos de secuenciacion. Los kits VeriSeq NIPT Sample Prep constan
de reactivos especializados de un solo uso que se usan junto con VeriSeq NIPT Microlab STAR para preparar
lotes de 24, 48 0 96 muestras para la secuenciacion de nueva generacion. Los datos de secuenciacion “paired-
end” del genoma completo se analizan mediante software especializado, VeriSeq NIPT Assay Software v2,y se
genera un informe que proporciona resultados cualitativos.

El flujo de trabajo consta de los procedimientos siguientes: recogida de muestras, aislamiento del plasma,

extraccion de ADN sin células, preparacion de librerias, cuantificacion de librerias, agrupacion de librerias,

secuenciacién y andlisis. A continuacion, se describe con mas detalle cada uno de los procedimientos:

* Recogida de muestras: 7-10 ml de sangre completa periférica materna en un tubo de recogida de sangre
(BCT) Streck para ADN sin células, que evita la lisis celular y la contaminacién gendmica, ademas de
estabilizar la sangre completa.
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* Aislamiento del plasma: el plasma se aisla de la sangre completa periférica materna durante 5 dias
contados a partir de la recogida. Este aislamiento se logra mediante técnicas de centrifugado estandar.
VeriSeq NIPT Microlab STAR aspira y dispensa el plasma en una placa de 96 pocillos profundos para el
procesamiento siguiente. En caso de que sea necesario volver a realizar las pruebas, las muestras
posprocesamiento pueden volver a taparse y almacenarse a 4 °C durante un periodo de cinco dias mas
(hasta un total de diez dias desde la recogida de la sangre).

é PRECAUCION

Superar los tiempos de almacenamiento indicados puede afectar de manera negativa a las tasas
de error de las muestras individuales.

* Extraccion de ADN sin células: la purificacion del ADN sin células a partir de plasma se logra mediante la
adsorcion en una placa de union, el lavado de la placa de unién para eliminar los contaminantes y la elucién.

* Preparacion de librerias: los fragmentos purificados de ADN sin células se someten a un proceso de
reparacion para convertir los 5’y 3’ protuberantes en extremos romos. A continuacion, se afiade un
nucledtido de desoxiadenosina a los extremos 3’ para crear un protuberante de base individual. Los
adaptadores indexados que contienen un 3’ protuberante de desoxitimidina de base sencilla se ligan
entonces a los fragmentos de ADN sin células procesados. El ADN ligado se purifica mediante bolas de
inmovilizacion inversa de fase sdlida. Cada muestra de un conjunto de 24, 48 0 96 recibe un adaptador
indexado Unico. Los adaptadores cumplen dos funciones:

A PRECAUCION

Extreme las precauciones para evitar la contaminacion cruzada de los indices, lo que podria dar
lugar a resultados incorrectos.

— Losindices permiten la identificacion de muestras en la secuenciacién siguiente.

— Los adaptadores de indices contienen secuencias que permiten capturar librerias en la superficie sélida
de una celda de flujo de secuenciacion para la generacién de grupos y la posterior secuenciacion.
* Cuantificacion: el producto de la libreria se cuantifica mediante un colorante fluorescente cuya
concentracién viene dada por la comparacién con una curva estandar de ADN.

* Secuenciacién y agrupamiento de librerias: las librerias de muestras se agrupan en grupos de
24 0 48 muestras en cantidades que se ajustan para minimizar la variacion de la cobertura. Cada grupo se
secuencia luego mediante un sistema de secuenciacidn de nueva generacion.

e VeriSeq NIPT Solution v2 no incluye el equipo de secuenciacion nilos consumibles.
* Andlisis. Para cada muestra, el andlisis consiste en lo siguiente:

— ldentificacidn de los fragmentos de la libreria segun secuencia de indice y alineacién de las lecturas
"paired-end" con un genoma humano de referencia.

— Estimacion de la fraccidn fetal de la libreria combinando la informacién de distribucién de la longitud y
de las coordinadas genéticas de los fragmentos de la libreria.
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— Tras descartar las tendencias conocidas, un modelo estadistico detecta las regiones del genoma que
estan sobrerrepresentadas o infrarrepresentadas en la libreria de una forma compatible con una
anomalia en el nivel estimado de fraccion fetal.

— Elinforme NIPT ofrece los resultados resumidos del menu de prueba seleccionado en los que se indica
ANOMALY DETECTED (ANOMALIA DETECTADA) o NO ANOMALY DETECTED (ANOMALIA NO
DETECTADA) junto con una estimacion de la fraccion fetal para las muestras que superan el CC.

— Elinforme complementario proporciona criterios de medicidn cuantitativos que caracterizan cada
anomalia detectada.

Limitaciones del procedimiento

Limitaciones del ensayo

* Las pruebas relativas a la sensibilidad y especificidad de la prueba cubren tanto embarazos de un Unico
embriéon como gemelares. Estas instrucciones de uso no proporcionan datos de sensibilidad ni
especificidad para embarazos de trillizos o embarazos multiples de orden superior.

* VeriSeq NIPT Solution v2 no esta disefiada para la deteccidn de poliploidias, tales como triploidias.

* VeriSeq NIPT Solution v2 no esta disefiada para la deteccién de reordenamientos cromosémicos
equilibrados.

* Para el ensayo hacen falta muestras de sangre completa periférica materna de mujeres embarazadas de un
minimo de 10 semanas de gestacion.

* Enelcasode cribados basicos, la prueba de VeriSeq NIPT Solution v2 busca anomalias cromosdmicas
especificas. Los informes con el resultado NO ANOMALY DETECTED (NO SE HAN DETECTADO
ANOMALIAS) no eliminan la posibilidad de que existan anomalias cromosémicas de los cromosomas
probados. Un resultado negativo tampoco elimina la posibilidad de que el embarazo presente otras
anomalias cromosémicas, afecciones genéticas o anomalias congénitas (por ejemplo, anomalia de tubo
neural abierto).

* Enelcasode cribados del genoma completo, las deleciones y duplicaciones grandes que son inferiores al
75 % del tamafio del cromosoma pueden indicar aneuploidia del cromosoma completo.

* Enelcaso de cribados del genoma completo, determinadas regiones quedan excluidas del analisis. En el
sitio web de asistencia de lllumina encontrara una lista de dichas regiones excluidas. La deteccién de
anomalias gendmicas solo se realiza en las regiones que no estan excluidas.

* Lageneracién de informes sobre el sexo del feto no estd disponible en todas las regiones, debido a las
normativas locales aplicables a la generacion de informes sobre el género del feto.

* Sobre la base de los datos recogidos en la bibliografia, los resultados del cribado del ADN sin células se
pueden confundir debido a determinados factores maternos y fetales. He aqui algunos ejemplos:

— Transfusién de sangre materna reciente

— Trasplante de 6rgano/de células madre materno previo
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— Enfermedad autoinmunitaria materna

— Neoplasias maternas (benignas y malignas)

— Mosaicismo materno

— Variaciones en el nimero de copias maternas

— Mosaicismo fetoplacentario / mosaicismo placentario confinado

— Pérdida del feto / reabsorcion fetal
Generacion de informes de VeriSeq NIPT Solution v2

* VeriSeq NIPT Solution v2 es una prueba de cribado y no debe utilizarse sin recurrir también a otros signos
clinicos y resultados de pruebas. Las conclusiones sobre las posibles dolencias que afecten al feto y la
toma de decisiones en relacién con el embarazo no deben basarse solo en los resultados del cribado NIPT.”

* VeriSeq NIPT Solution v2 informa sobre los siguientes aspectos:
— Elcribado basico analiza la sobrerrepresentacion de los cromosomas 13, 18 y 21.

— El cribado del genoma completo evalua si existe o no infrarrepresentacion o sobrerrepresentacién de
todos los autosomas, incluidas las deleciones y duplicaciones parciales de como minimo 7 Mb.

— Enelcaso de embarazos de un Unico embrion en los que se haya seleccionado Yes (Si) o SCA como
opcidn de generacién de informes sobre sexo, también analiza si existen o no las siguientes anomalias
de cromosomas sexuales: XO, XXX, XXY y XYY.

— Enelcaso de embarazos de un Unico embrion en los que se haya seleccionado Yes (Si) como opcion de
generacion de informes sobre sexo, se informa también sobre el sexo del feto.

— Lapresencia o ausencia de un cromosoma Y en embarazos gemelares.

Componentes del producto

VeriSeq NIPT Solution v2 (n.° de referencia 20030577) consta de lo siguientes kits de preparacién de muestras:
* VeriSeq NIPT Sample Prep (24 samples) (n.° de referencia 20025895)

* VeriSeq NIPT Sample Prep (48 samples) (n.° de referencia 15066801)

* VeriSeq NIPT Sample Prep (96 samples) (n.° de referencia 15066802)

VeriSeq NIPT Solution v2 (n.° de referencia 20030577) consta de lo siguientes componentes de software:

* VeriSeq NIPT Assay Software v2 (n.° de referencia 20047024), preinstalado en el VeriSeq Onsite Server v2.

— VeriSeq Onsite Server v2 (n.° de referencia 20028403 0 20047000) o un VeriSeq Onsite Server
(n.° de referencia 15076164 o0 20016240) existente actualizado a v2.
* VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, (n.° de referencia 20044988), preinstalado en
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

— VeriSeq NIPT Microlab STAR (n.° de referencia de Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V)
y 95475-02 (230 V), Hamilton Company Bonaduz: 806288).
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* Local Run Manager VeriSeq NIPT Module (n.° de referencia 20044989)

Reactivos

Reactivos suministrados

lllumina suministra los reactivos siguientes: VeriSeq NIPT Sample Prep (24 samples)

(n.° de referencia 20025895), VeriSeq NIPT Sample Prep (48 samples) (n.° de referencia 15066801) y VeriSeq
NIPT Sample Prep (96 samples) (n.° de referencia 15066802). Los kits VeriSeq NIPT Sample Prep estan
configurados para su uso con VeriSeq NIPT Microlab STAR (ML STAR) (n.° de referencia 95475-01,

95475-02 0 806288), suministrado por Hamilton Company.

Preparacion de muestras de VeriSeq NIPT, caja de extraccion

Tabla1 Caja de extraccion VeriSeq NIPT (24) y (48), n.° de referencia 20025869 y 15066803

Nombre del Numero de

reactivo enla contenedores Principios activos Almacenamiento

etiqueta en el kit

Tampodn de lisis 1 Clorhidrato de guanidina en solucién Entre 15°Cy 30 °C
acuosa tamponada

Tampon de 1 Clorhidrato de guanidina y 2-propanolen Entre15°Cy 30 °C

lavado | solucién acuosa tamponada

Tampodn de 1 Solucién acuosa tamponada con sales. Entre15°Cy 30°C

lavado I

Tampodn de 1 Solucién acuosa tamponada Entre15°Cy 30 °C

elucién

Tampodn de 1 Glicerol en solucién acuosa tamponada Entre 15°Cy 30 °C

proteinasa

Proteinasa K 3 Proteinasa K liofilizada Entre 15°Cy 30 °C

Tabla 2 Caja de extraccion VeriSeq NIPT (96), n.° de referencia 15066807

Nombre del Numero de
reactivo en la contenedores Principios activos Almacenamiento
etiqueta en el kit
Tampén de lisis 1 Clorhidrato de guanidina en solucidén Entre15°Cy 30 °C
acuosa tamponada
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Nombre del
reactivo en la
etiqueta

Tampodn de
lavado |

Tampodn de
lavado ll

Tampodn de
elucién

Tampén de
proteinasa

Proteinasa K

Numero de

contenedores

en el kit
1

4

Principios activos

Clorhidrato de guanidina y 2-propanol en
solucién acuosa tamponada

Solucién acuosa tamponada con sales.
Solucién acuosa tamponada

Glicerol en solucién acuosa tamponada

Proteinasa K liofilizada

illumina

Almacenamiento

Entre15°Cy 30°C

Entre15°Cy 30 °C

Entre15°Cy 30 °C

Entre 15°Cy 30 °C

Entre15°Cy 30°C

Preparacion de muestras de VeriSeq NIPT, caja de preparacion de librerias

Tabla 3 Caja de preparacion de librerias VeriSeq NIPT (24) y (48), n.° de referencia 20026030 y

15066809

Nombre del
reactivo en la
etiqueta

Mezcla de
reparacion de
extremos

Mezcla de A-
Tailing
Mezcla de
ligadura

Tampodn de
hibridacion

Placa adaptadora

de ADN NIPT

Numero de
contenedores
en el kit

1

Principios activos

ADN-polimerasa y dNTP en solucién
acuosa tamponada

ADN-polimerasa y dATP en solucion
acuosa tamponada

ADN-ligasa en solucién acuosa
tamponada

Solucién acuosa tamponada

Oligonucledtidos en solucidn acuosa
tamponada
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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
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Tabla 4 Caja de extraccion VeriSeq NIPT (96), n.° de referencia 15066810

Nombre del Numero de
reactivo en la contenedores
etiqueta en el kit
Mezcla de 1
reparacion de

extremos

Mezcla de A- 2
Tailing

Mezcla de 2
ligadura

Tampon de 1
hibridacion

Placa adaptadora 1

de ADN NIPT

Preparacion de muestras de VeriSeq NIPT, caja de accesorios

Principios activos

ADN-polimerasa y dNTP en solucion
acuosa tamponada

ADN-polimerasa y dATP en solucion
acuosa tamponada

ADN-ligasa en solucién acuosa
tamponada

Solucién acuosa tamponada

Oligonucledtidos en solucién acuosa
tamponada

Tabla 5 Caja de accesorios VeriSeq NIPT, n.° de referencia 15066811

Nombre del Numero de
reactivo enla contenedores
etiqueta en el kit
Placa de unién de 1

ADN

Tampodn de 1
resuspension

Bolas de 1
purificacion de

muestras

Reactivo de 1
cuantificacion de

ADN

Estandar de 1
cuantificacion de

ADN
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Principios activos

Microplaca de polipropileno con
membrana de silicona modificada

Solucién acuosa tamponada

Bolas paramagnéticas de fase sdlida en
solucién acuosa tamponada

Colorante intercalado para ADN en
DMSO

ADN bicatenario estandar, ADN no
especifico y acida sddica en solucion
acuosa tamponada

illumina

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

Almacenamiento

Entre2°Cy8°C

Entre2°Cy8°C

Entre2°Cy8°C

Entre2°Cy8°C

Entre2°Cy8°C
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Preparacion de muestras, tubos de flujo de trabajo y etiquetas para VeriSeq NIPT

Tabla 6 Tubos de flujo de trabajo y etiquetas, n.° de referencia 15071543

Numero de articulos en

Nombre del articulo en la etiqueta of kit Almacenamiento

Etiqueta (LBL): cédigo de barras de placa 9 Entre15°Cy
30°C

Etiqueta (LBL): cédigo de barras de placa de pocillos 12 Entre15°Cy

profundos 30°C

Tubo (TB): tubo de agrupacion vacio 5 Entre15°Cy
30°C

Reactivos no suministrados

Reactivos necesarios no suministrados

* Reactivos de secuenciacién y consumibles necesarios para el sistema de secuenciacién de nueva
generacion (NGS)
* Agua sin ARNasa ni ADNasa certificada

* Etanol al 100 % (etanol puro), de biologia molecular

NOTA Eluso de un etanol que no sea de biologia molecular puede afectar de manera negativa el
rendimiento del ensayo.

Reactivos opcionales, no suministrados

*  Solucién salina tampdn fosfato Dulbecco (DPBS) para control sin cadena molde (NTC)

Conservacion y manipulacion

1. Latemperatura ambiente se define como la temperatura que varia entre 15 °Cy 30 °C.

2. Todos los reactivos son de un solo uso. Una vez preparados los reactivos para el uso, deben usarse de
inmediato.

3. Sielembalaje o el contenido de los componentes de VeriSeq NIPT Solution resultan dafiados o afectados,
pongase en contacto con el servicio de atencidn al cliente de lllumina.

4. Losreactivos son estables si se almacenan siguiendo las indicaciones hasta la fecha de caducidad
especificada en las etiquetas de los kits. Para consultar las condiciones de almacenamiento, vea la columna
Almacenamiento en las tablas de la seccidén Reactivos en la pagina 6. No utilice reactivos caducados.
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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. €., cambios evidentes en el color del reactivo o
un aspecto turbio con contaminacién microbiana), no utilice los reactivos.

Siga estas practicas recomendadas para la manipulacién de bolas de purificacién de muestras:
* No congele nunca las bolas.
* Deje que las bolas alcancen la temperatura ambiente antes de usarlas.
* Justo antes del uso, agite en voértice las bolas hasta que queden bien suspendidas y el color tenga
un aspecto homogéneo.

El tampdn de lisis, el tampdn de lavado |, el tampdn de lavado |l, el tampdn de elucidn y el tampdn de
proteinasa pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes del uso, agite en vortice con fuerzayy,
a continuacion, inspeccione visualmente para asegurarse de que no haya precipitados.

No congele nunca la sangre completa después de la recogida.

Secuencie las librerias lo antes posible tras la agrupacion. Las librerias agrupadas son estables durante un
periodo maximo de siete dias a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C. No hace falta mas
desnaturalizacion si se almacenan con las condiciones de tiempo y temperatura descritas.

Materiales y equipo

Materiales y equipo necesarios, no suministrados

Equipo necesario, no suministrado

Equipo Proveedor
Un sistema de secuenciacion de nueva Proveedor del instrumento o lllumina,
generacion (NGS) con las siguientes n.° de referencia 20005715

capacidades:

Secuenciacion “paired-end” de 2 x 36 pb
Compatible con los adaptadores de indices
dobles de preparacién de muestras
VeriSeq NIPT

Produccidén automatica de archivos .BCL.
Procesos quimicos de dos canales

400 millones de lecturas “paired-end” por
experimento

Compatible con

VeriSeq NIPT Assay Software v2 o un
sistema de secuenciacion NextSeq 550Dx

Congelador, entre -25°Cy -15°C Proveedor de laboratorio general
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Equipo Proveedor

Microcentrifugado Proveedor de laboratorio general
Ayuda para pipeta Proveedor de laboratorio general
Refrigerador, entre 2y 8 °C Proveedor de laboratorio general
Pipetas de canal Unico de 20 pl Proveedor de laboratorio general
Pipetas de canal Unico de 200 pl Proveedor de laboratorio general
Pipetas de canal Unico de 1000 pl Proveedor de laboratorio general
Mezclador vorticial Proveedor de laboratorio general

Centrifugadora y ensamblaje de rotor para tubos de recogida de sangre

Equivalente: Proveedor de laboratorio general

o Centrifugadora refrigerada con capacidad
para 1600 x g sin opcién de freno

» Rotor de contenedores mévil con
contenedores

o Accesorios parainsercion de contenedores,
con capacidad para 24, 48 0 96 tubos,
profundidad minima de 76 mm

o Adaptadores de insercion que admiten 16
tubos de recogida de sangre de 100 mm

Recomendado:

o Centrifugadora de la serie Allegra X12R,
1600 g

o Rotor de la centrifugadora Allegra GH-3.8
con contenedores

o Cubiertas de los contenedores de la
centrifugadora Allegra, conjunto de dos

o Ensamblaje del adaptador de la
centrifugadora Allegra, 16 mm, conjunto de
cuatro

Centrifugador y ensamblaje de rotor para microplacas

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
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Beckman Coulter, n.° de articulo 369704
Beckman Coulter, n.° de articulo 392805

Beckman Coulter, n.° de articulo 359150

illumina

Beckman Coulter, n.° de articulo 392304 (120 V 0 230 V)
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Equipo

Equivalente:
» Centrifugadora con capacidad para
5600 x g
» Rotor de placa mdvil con portaplacas de
96 pocillos, 76,5 mm de profundidad minima
o Multifuge X4 Pro-MD 120V TX-1000BT
o Centrifugadora Sorvall Legend XTR

* Rotor de microplacas HIGHPlate 6000
» Rotor high plate 6000
Base de apoyo para microplacas
¢ Recomendado:
o Base de apoyo MicroAmp para
96 pocillos
o Portaplacas de PCR de 96 pocillos

Uno de los siguientes lectores de microplacas,
o equivalente, (fluorimetro) con
SoftMax Pro v6.2.2 o superior:
o Gemini XPS
e SpectraMax M2, M3, M4 y M5
o Ellector de microplacas incluye
fragmento violeta para su uso en el flujo
de trabajo

Adaptador USB en serie de alta velocidad
SpectraMax

Ciclador térmico con las especificaciones

siguientes:

o Tapa calefactada

e Intervalo de temperaturade 4 °Ca 98 °C

e Precisién de temperatura de +2 °C

o Tasa de incremento minima de 2 °C por
segundo

o Compatible con placa Twin.tec PCR de 96
pocillos, de borde completo

VeriSeq NIPT Microlab STAR

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
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illumina

Proveedor

Proveedor de laboratorio general

Thermo Scientific VWR, n.° de catalogo 76326-254
Thermo Fisher Scientific, n.° de catédlogo 75004521 (120 V)
o n.° de catdlogo 75004520 (230 V)

Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo 75003606
Thermo Scientific VWR, n.° de catdlogo 97040-244

Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo 4379590
Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo AB-0563/1000

Molecular Devices, n.° de referencia XPS
Molecular Devices, n.° de referencia M2, M3, M4 y M5

Molecular Devices, n.° de referencia 9000-0938

Proveedor de laboratorio general

Hamilton, n.° de referencia 95475-01 (115 V),

n.° de referencia 95475-02 (230 V) o

n.° de referencia 806288 (para Hamilton Company
Bonaduz)
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Equipo

VeriSeq Onsite Server v2 o un servidor
VeriSeq Onsite Server actualizado

Si usa un sistema de secuenciacién

NextSeq 550Dx:

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (75 cycles)

Equipo opcional, no suministrado

Equipo
Sistema decapsulador Pluggo

Placa de validacion de fluorescencia
SpectraMax SpectraTest FL1

Girador/Rotador de tubos, tubos de 15 ml,
40 r/min, 100-240 V

Proveedor

Illumina, n.° de referencia 20028403 0 20047000 (v2) o
n.° de referencia 15076164 o n.° de referencia 20016240

(actualizado)

Illumina, n.° de referencia 20028870

Proveedor
LGP Consulting, n.° de referencia 4600 4450

Molecular Devices, n.° de referencia 0200-5060

Thermo Scientific, n.° de catadlogo 88881001 (EE. UU.) o
n.° de catdlogo 88881002 (UE)

Materiales necesarios, no suministrados

Consumible

Puntas de filtros no estériles, conductoras, 1000 pl
Puntas de filtros no estériles, conductoras, 300 pl
Puntas de filtros no estériles, conductoras, 50 pl

Depdsito de pocillos profundos con las siguientes

especificaciones:

o Formato de microplaca SLAS 1-2004 con 96 pocillos de
base piramidal o cénica y una capacidad minima de

240 ml.

» Polipropileno, preferiblemente de unidn baja al ADN

Proveedor

Hamilton, n.° de referencia 235905
Hamilton, n.° de referencia 235903
Hamilton, n.° de referencia 235948

Proveedor de laboratorio general

Depdsitos compatibles:

« Corning Axygen, n.° de producto
RES-SW96-HP-SI

o Agilent, n.° de producto 201246-100

para todas las superficies de contacto con la muestra.

» Las dimensiones internas (nivel de liquido) son
compatibles con los pasos automatizados de aspiracion
y dispensacién de VeriSeq NIPT Microlab STAR.

o Las dimensiones de altura son compatibles con los

movimientos automatizados de
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
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Consumible

Cubeta de reactivo con las siguientes especificaciones:

o Cubeta que encaja de forma segura y sin forzar en el
portador de VeriSeq NIPT Microlab STAR, con fondo
cdnico y una capacidad minima de 20 ml.

o Polipropileno sin ARNasa/ADNasa.

o Las dimensiones internas del depésito (nivel de liquido)
generan niveles de liquido empleando volimenes de
reactivo de ensayo que son compatibles con los pasos
automatizados de aspiracion y dispensacion de VeriSeq
NIPT Microlab STAR.

o Las dimensiones de altura son compatibles con los
movimientos automatizados de
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Placas de pocillos profundos con las siguientes

especificaciones:

o Formato de microplaca SLAS 1-2004, 3-2004 y 4-2004
con 96 pocillos de fondo piramidal o cénico y una
capacidad minima de 2 ml.

o Polipropileno translucido, preferiblemente material de
union baja al ADN para todas las superficies de contacto
con la muestra.

» Las dimensiones del pocillo generan un nivel de liquido
compatible con los pasos automatizados de aspiracién
y dispensacidén de VeriSeq NIPT Microlab STAR.

o Falddn de placa que permite colocar los codigos de
barras de placa con adhesion sobre una superficie
plana.

e Marco resistente a la torsidon capaz de soportar un
minimo de 5600 x g.

« Las dimensiones de altura de la placa son compatibles
con los movimientos automatizados de
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
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Proveedor

Proveedor de laboratorio general

Cubetas compatibles:
¢ Roche, n.° de producto 03004058001

Proveedor de laboratorio general

Placas compatibles:
» Eppendorf,
n.° de referencia 0030505301
» Eppendorf, n.° de referencia 30502302
e USA Scientific, n.° de referencia
1896-2000
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Consumible

Placas de 384 pocillos con las siguientes
especificaciones:

Microplaca con 384 pocillos, optimizados para
volumenes bajos, con una capacidad minima de los
pocillos de 50 pl.

Poliestireno opaco negro con bloqueo de luz y de unién
baja al ADN para todas las superficies de contacto con
la muestra.

Las dimensiones del pocillo generan niveles de liquido
compatibles con los pasos automatizados de aspiracion
y dispensacién de VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Las dimensiones de altura de la placa son compatibles
con los movimientos automatizados de

VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Falddn de placa que permite colocar los cédigos de
barras de placa con adhesion sobre una superficie
plana.

Placas de 96 pocillos con las siguientes especificaciones:

Microplaca con marco resistente a la torsion capaz de
soportar un minimo de 5600 x g y 96 pocillos
translucidos con fondo cdénico, bordes elevados y una
capacidad minima del pocillo de 150 pl.

Polipropileno sin ARNasa/ADNasa y de union baja al
ADN para todas las superficies de contacto con la
muestra.

Las dimensiones del pocillo generan niveles de liquido
compatibles con los pasos automatizados de aspiracion
y dispensacién de VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Las dimensiones de altura de la placa son compatibles
con los movimientos automatizados de

VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Faldén de placa que permite colocar los cédigos de
barras de placa con adhesion sobre una superficie
plana.

Compatible con cicladores térmicos para
desnaturalizacién.

Una de las juntas siguientes:

Microcierre metalico “F”
Cierres metalicos

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
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Proveedor

Proveedor de laboratorio general

Placas compatibles:
» Corning, n.° de producto 3820

Proveedor de laboratorio general

Placas compatibles:
» Eppendorf,

n.° de referencia 0030129512
o Eppendorf, n.° de referencia 30129580
o Eppendorf, n.° de referencia 30129598
» Eppendorf, n.° de referencia 30129660
o Eppendorf, n.° de referencia 30129679
e Bio-Rad, n.° de referencia HSP9601

Bio-Rad, n.° de catalogo MSF1001
Beckman Coulter, n.° de articulo 538619
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Consumible Proveedor

Tubo de recogida de sangre para ADN sin células con Streck, n.° de catalogo 218997
marca CE

Tapas a presion Sarstedt, n.° de pedido 65.802
Tubos con tapa de rosca de 2 ml Proveedor de laboratorio general
Puntas de filtros de 20 pul para pipeta de 20 pl Proveedor de laboratorio general
Puntas de filtros de 200 pl para pipeta de 200 pl Proveedor de laboratorio general
Puntas de filtros de 1000 pl para pipeta de 1000 pl Proveedor de laboratorio general
Equivalente: Proveedor de laboratorio general

» Un spray desinfectante rapido con alcohol
» Una solucién de detergente desinfectante
Recomendado:

» Agua desionizaday etanolal 70 %

Material opcional, no suministrado

Consumible Proveedor

Solucién salina tampdn fosfato Dulbecco (DPBS) para Proveedor de laboratorio general
control sin cadena molde (NTC)

Tubo, tapa de rosca, 10 ml (solo para las muestras de Sarstedt, n.° de pedido 60.551
control)

Tubo, tapa de rosca, 50 ml Proveedor de laboratorio general
Pipetas seroldgicas de 25 ml Proveedor de laboratorio general
Pipetas seroldgicas de 10 ml Proveedor de laboratorio general

Recogida, transporte y conservacion de muestras

A PRECAUCION

Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

* Debenrecogerse de 7 a 10 ml de muestras de sangre completa en tubos de recogida de sangre (BCT)
Streck para ADN sin células.

* Eltransporte de la sangre completa debe efectuarse conforme a la normativa aplicable al transporte de
agentes etioldgicos. Se recomienda usar métodos urgentes de envio o transporte.
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* Durante el transporte, las muestras deben almacenarse a una temperatura de entre 4 °Cy 30 °C. Una vez
recibidas, almacénelas a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta que vaya a utilizarlas. Entre la recogida
de sangre y el aislamiento del plasma inicial no deben transcurrir mas de cinco dias.

* Encaso de que sea necesario volver a realizar las pruebas, las muestras posprocesamiento pueden volver a
taparse y almacenarse a 4 °C durante un periodo de cinco dias mas (hasta un total de diez dias desde la
recogida de la sangre).

A PRECAUCION

Superar los tiempos de almacenamiento indicados puede afectar de manera negativa a las tasas
de error de las muestras individuales.

Advertencias y precauciones

* Este ensayo contiene proteinasa K. Evite su inhalacidn, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto
que puede provocar lesiones. Uselo en un area bien ventilada, use ropa de proteccion, evite respirar el
polvo y deseche los contenedores y los contenidos no usados de acuerdo con las normativas de seguridad
oficiales de su zona.

* Este ensayo contiene cloruro de guanidinio. Evite su inhalacion, ingestidn y el contacto con la piel o los ojos,
puesto que puede provocar lesiones. Uselo en un drea bien ventilada, use ropa de proteccion y deseche los
contenedores y los contenidos no usados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona.

* Este ensayo contiene 2-propanol, un producto quimico inflamable. Manténgalo lejos del calor y de llamas
sin proteccion. Evite su inhalacién, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede provocar
lesiones. Uselo en un area bien ventilada, use ropa de proteccion y deseche los contenedores y los
contenidos no usados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona.

* Este ensayo contiene dimetilsulféxido, un liquido corrosivo y combustible. Evite su inhalacidn, ingestién y el
contacto con la piel o los 0jos, puesto que puede provocar lesiones. Uselo en un drea bien ventilada, use
ropa de proteccién y deseche los contenedores y los contenidos no usados de acuerdo con las normativas
de seguridad oficiales de su zona.

* Para evitar la formacion de gases peligrosos, no deseche los residuos de extraccién de ADN extracelular
circulante (que contienen clorhidrato de guanidina) con residuos que contengan lejia (hipoclorito de sodio).

* Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes potencialmente infecciosos.

* 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 manipulacién de

muestras y reactivos del ensayo. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del
ensayo.
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No use 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. Almacene los componentes de ensayo a la
temperatura especificada.

Para evitar la degradacién de las muestras o los reactivos, asegurese de que se hayan disipado por
completo todos los vapores del hipoclorito de sodio usado para limpiar antes de comenzar cualquier
protocolo.

Elincumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erréneos o una reduccién
considerable de la calidad de las muestras.

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

Para obtener mas informacién medioambiental, sanitaria y de seguridad, consulte las hojas de datos de
seguridad (SDS) en support.illumina.com/sds.html.

Notas del procedimiento

Evitar la contaminacion

Use puntas y materiales de laboratorio consumibles recién preparados.

Use puntas resistentes a aerosoles para reducir el riesgo de transferencia y contaminacién cruzada entre
muestras.

Dado que existe posibilidad de contaminacion, extreme las precauciones para asegurarse de que el
contenido permanece integramente en el pocillo. Evite las salpicaduras de contenido. Centrifugue después
de cada paso de agitaciéon en mezclador vorticial.

Siga la normativa aplicable a las préacticas de laboratorio y de higiene al manipular sangre y sus derivados.

No rocie con aerosol de lejia cuando lleve a cabo la preparacion de librerias. La contaminacion por rastros
de lejia puede provocar un error en el ensayo.

Al retirar el sello de una placa, procure colocar la placa en una superficie plana, sujetando la placa con
firmeza. Retire el sello lentamente y evite que entre en contacto con los pocillos expuestos. Evite tocar los
pocillos expuestos o alterar su contenido. La contaminacién cruzada entre pocillos puede dar lugar a
resultados incorrectos.

Limpieza de la plataforma de VeriSeq NIPT Microlab STAR

Compruebe si la plataforma esta limpia antes de usarla. Realice el mantenimiento semanal y siga estas
instrucciones de limpieza al menos una vez en semana.
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* Quite todos los portadores no descargables, limpielos con un spray desinfectante rapido con agua
desionizada y etanol al 70 % y déjelos secar. Si estdn muy sucios, sumérjalos después en una solucién de
detergente desinfectante, enjudguelos con el desinfectante con alcohol y déjelos secar.

* Abrala cubierta delantera y limpie la plataforma con un trapo empapado en agua desionizada y etanol al
70 %. Debe comprobar especialmente la limpieza de los bloques deslizantes.

* Quite el distribuidor del sistema de vacio basico (BVS, Basic Vacuum System) y limpie el distribuidor, la junta
y los compartimentos interiores del BVS con un trapo. Evite limpiar la junta con etanol: puede quebrar el
material.

* Quite los residuos de las puntas del cabezal de 96 pipetas CORE y el canal independiente.

* Retire de la estacion de residuos de puntas la placa de extraccién de puntas del canal independiente y
limpiela: aplique agua desionizada y etanol al 70 % directamente en la superficie y limpiela con un trapo.
Coloque una nueva bolsa de pldstico sobre el marco y vuelva a colocarla. Coloque la placa de extraccion de
puntas limpia de nuevo en su sitio.

* Aplique agua desionizada y etanol al 70 % directamente en la superficie de la caja y el contenedor de
residuos del cabezal de 96 pipetas CORE y limpiela con un trapo.

— Sies dificil quitar la acumulacién de los residuos de las puntas, limpie con un trapo humedecido con
agua sin ADNasa ni ARNasa hasta quitar la acumulacion. Deseche el trapo de manera adecuada.
Proceda a esterilizar con el desinfectante con alcohol.

* Humedezca un trapo que no deje pelusa o un hisopo de algoddn en etanol al 70 %. Limpie la ventana del
lector laser del lector de cddigos de barras con el hisopo. Con el mismo trapo o hisopo, limpie todos los
pocillos del adaptador de placa CPAC. Si usa un trapo, utilice la parte trasera de un boligrafo para apretar
contra el interior de cada pocillo del adaptador. De este modo, se asegura de que el fondo del pocillo se
limpia correctamente.

* Limpie los canales independientes:

— Enlos canales independientes, limpie el revestimiento de expulsion de las puntas (parte exterior de los
canales de pipeteado) con un trapo que no deje pelusa humedecido con agua desionizada y etanol al
70 %. (Consulte la Guia de referencia de Hamilton Microlab STAR, n.° 15070074).

— Limpie la arandela de fijacion y las juntas téricas del cabezal de pipeteado (parte exterior de los canales
de pipeteado) con un trapo que no deje pelusa humedecido con agua desionizada y etanol al 70 %.
* Limpie el cabezal de 96 pipetas CORE:

— Utilice el mismo trapo humedecido en agua desionizada y etanol al 70 % para limpiar la funda del
cabezal de 96 pipetas en la parte inferior de las arandelas de fijacion.

— Con este mismo pafio, o con un jirdn de este, humedecido con agua desionizada y etanol al 70 %, limpie
los laterales de los canales de pipeteado del cabezal de 96 pipetas para limpiar las juntas téricas. Para
ello, use el pafio como si fuera hilo dental. Repita este procedimiento en cada canal de pipeteo del
cabezal de 96 pipetas.

* Aplique agua desionizada y etanol al 70 % sobre las cubiertas frontal y lateral, y séquelas con un pafio.
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* Limpie la cinta protectora de Autoload con un pafio humedecido con agua desionizada y etanol al 70 % sin
ejercer presion.

* Cuando la plataforma y los componentes estén completamente secos, sustituya los portadores.

NOTA Unalimpiezay mantenimiento incorrectos de ML STAR puede provocar contaminacién cruzaday
afectar negativamente al rendimiento del ensayo.

Control de calidad

Se puede realizar una evaluacion del material de control con caracteristicas de rendimiento conocidas para
detectar diferencias en el procesamiento y los procedimientos técnicos en laboratorio.

Los experimentos con una muestra de control o de control sin cadena molde (NTC) reducen el nimero total de
muestras maternas desconocidas que se pueden procesar con cada preparacion de muestras.

No use mas de dos muestras de NTC por cada lote de 24 0 48 muestras ni mas de cuatro muestras de NTC por
cada lote de 96 muestras.

Instrucciones de uso

Sugerencias y técnicas

A menos que se haya especificado un punto de detencidn de seguridad en el protocolo, continte
inmediatamente con el siguiente paso.

Colocaciodn del cédigo de barras en las placas
* Los cddigos de barras para placas de borde completo comienzan por PL.
* Los codigos de barras para placas de pocillos profundos comienzan por DW.

* Aplique los cédigos de barras a las placas de borde completo y las de pocillos profundos en el lado junto a la
columna 12.

* Cargue las placas con el cédigo de barras orientado hacia arriba para permitir el escaneo automatizado.

Colocaciodn y retirada de la junta en el plato

* Extreme las precauciones para evitar la contaminacién cruzada; no debe haber liquido visible en la parte
inferior del sello.

— Asegurese de que la parte inferior expuesta no entre en contacto con los pocillos expuestos.
— Evite tocar los pocillos expuestos.
* Selle siempre la placa de 96 pocillos antes de llevar a cabo los siguientes pasos del protocolo:

— Centrifugado

N.° de documento 1000000078751 v08 ESP 20 de 80
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO



Instrucciones de uso de VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

— Termociclado

Para sellar la placa, apliquele el cierre metalico y después el sello. Asegurese de ejercer presién por toda la
placay de que el sello esta bien fijado en cada uno de los pocillos.

Siga estos pasos antes de retirar el sello de la placa:
— Centrifugue brevemente la placa de 96 pocillos a 1000 x g durante 20 segundos.

— Coloque la placa en una superficie plana y retire lentamente el sello.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Antes de su uso, realice y registre el mantenimiento necesario conforme a las instrucciones del fabricante.

Observe ML STAR durante los pasos automatizados. Supervise la interfaz del software VeriSeq NIPT
Workflow Manager v2 para ver las indicaciones y las instrucciones para el operador.

La cubierta delantera debe estar colocada durante el funcionamiento.
No debe haber ninguin objeto en la plataforma.

Si esta disponible el botdn con la opcién Exclude (Excluir) durante un evento de manejo de errores,
absténgase de elegir esta opcidn bajo ninguna circunstancia. Si el método no puede avanzar mas alla del
evento de manejo de errores o dispone de opciones limitadas de manejo de errores, anule el experimento.

Durante los pasos de vacio de la placa, si VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 se lo indica, ayude
manualmente a formar la junta entre la placa y el distribuidor de vacio.

Deje que el sistema deseche automaticamente las puntas del adaptador. No quite las puntas manualmente
a menos que se lo indique el software.

Quite los reactivos gastados y los consumibles usados conforme a las indicaciones de Workflow Manager.

Vacie a diario los depdsitos de residuos de vacio. El primer depdsito no debe superar nunca la mitad de su
capacidad. El desbordamiento de los residuos de vacio puede dafar la bomba de vacio y reducir el vacio
aplicado al sistema.

Para los lotes de 24, 48 y 96 muestras, cargue una gradilla completa de puntas de ocho canales contadas
individualmente antes de iniciar el método.

Procesamiento de muestras

Procedimiento

1.

Complete los siguientes pasos para cada alicuota:

a. Centrifugue las muestras con cédigo de barras a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C con el freno
desactivado.

b. Cuando la centrifugadora se detenga por completo, retire los tubos de muestras.

Inicie el aislamiento de plasma 15 minutos tras el centrifugado. Si transcurren mas de 15 minutos, vuelva a
centrifugar.
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Inspeccione todos los tubos para determinar la idoneidad de la muestra haciendo las verificaciones
siguientes:

* Elvolumen de muestra es el esperado.

* Seobserva una clara separacion entre las capas de eritrocitos y plasma de las muestras tras la
centrifugacion.

* Elnivel de plasma es de al menos 1,5 ml por encima de la capa leucocitaria.

* Lamuestra no estd muy hemolizada (es decir, el plasma no es de un color rojo oscuro).

* Lamuestra no tiene un aspecto lechoso (es decir, el plasma no tiene un aspecto blanco y turbio o

lechoso y opaco).

* No se observa coagulacién en la muestra.

A\

PRECAUCION

Las muestras que no se han conservado o manipulado de la manera adecuada pueden no ser
aptas para su uso. Si se procesan muestras no aptas con el flujo de trabajo, estas pueden causar
una obstruccion en la placa de uniéon durante las extracciones y provocar desbordamientos de
muestra en los pocillos adyacentes.

Destape los tubos y carguelos en los portatubos. Cargue todas las muestras y cualquier control de plasma

del lote.

A\

PRECAUCION

Durante un evento de manejo de errores, si se presenta en la opcidn Exclude (Excluir), no lo
seleccione. Si el método no puede avanzar mas alla del evento de manejo de errores y dispone de
opciones limitadas de manejo de errores, anule el experimento.

Aislamiento de plasma

Preparacion

1.

Etiquete una placa de pocillos profundos de plasma intermedio y adhiérale un cédigo de barras.

2. Etiquete una placa de pocillos profundos de plasma final y adhiérale un cédigo de barras.
3. Paraloslotes de 24, 48 y 96 muestras, cargue una gradilla completa de puntas de ocho canales contadas
individualmente antes de iniciar el método.
A PRECAUCION
Asegurese de utilizar el tipo de placa correcto para las placas de plasma intermedio y plasma final.
El uso de un depdsito de pocillos profundos en lugar de una placa de pocillos profundos da lugar a
la amalgamacion de muestras, de modo que se pueden generar resultados incorrectos.
N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP 22 de 80

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO



Instrucciones de uso de VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Procedimiento

1. Abra AppLauncher y luego seleccione VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).

2. Introduzca un ID de lote y nombre de usuario exclusivos y, después, seleccione OK (Aceptar).
El'ID de lote debe contener 26 caracteres como maximo. Puede usar numeros, letras, guiones bajos (_) o
guiones (-). Por ejemplo: 16-10-2025_Lote3.
El ID de lote no distingue distinguen entre mayusculas y minusculas. Los ID de lote que distinguen entre
mayusculas y mindsculas no se consideran exclusivos.
Los nombres de lote deben ser exclusivos y no deben diferir Unicamente en el uso de mayusculas y
minuUsculas. Por ejemplo, los nombres de lote Lote01y lote01 no son exclusivos. Para los ID de la muestra se
aplica la misma norma.

Seleccione New Batch (Lote nuevo).
Tras el inicio, seleccione OK (Aceptar) para iniciar el aislamiento de plasma.
Realice uno de los siguientes pasos:

* Para cargar una hoja de muestras existente, seleccione la que se encuentra asociada al lote y, a
continuacion, seleccione OK (Aceptar).

* Para continuar sin seleccionar una hoja de muestras, seleccione No Sample Sheet (Sin hoja de
muestras).

Para obtener informacion sobre como crear una hoja de muestras, consulte la Guia de VeriSeq NIPT

Solution v2 Software (n.° de documento 1000000067940).

NOTA Paragarantizar un adecuado anadlisis de los datos debe registrarse con precisién para cada
muestra el tipo de muestra, si se trata de embarazo de un Unico embrién o de un embarazo
gemelar. Si selecciona No Sample Sheet (Sin hoja de muestras), asegurese de que ha definido los
valores predeterminados en las Service Tools (Herramientas de servicios) de Workflow Manager.
Para obtener mas informacién, consulte la Guia de VeriSeq NIPT Solution v2 Software
(n.° de documento 1000000067940).

6. Seleccione el tamafio del lote y, a continuacidn, seleccione OK (Aceptar).

Seleccione el nimero de controles sin cadena molde (NTC, no template controls) y, a continuacién,
seleccione OK (Aceptar).

Las ranuras NTC siempre son las Ultimas ranuras seleccionadas. Por ejemplo, con dos NTC en un
experimento de 24 muestras, las posiciones 23 y 24 son las NTC.
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8.

9.

10.

1.

12.
13.

14.
15.

Confirme que todos los cédigos de barras estén colocados y, a continuacidn, cargue las muestras, las
puntas y las placas (con el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el portador.

Seleccione OK (Aceptar) cada vez que se muestre un mensaje de carga.

Tamaiio del Posicidon
Portador .
lote de . Pista Elemento del
Tipo
muestras centro
24,48y 96 Puntas 7-12  Puntas de 1000 pl 5
Puntas de 1000 pl (solo lote de 96) 4y5
Tubo 15 Tubos de muestras de sangre preparados 1-24 1-24

(para lotes de todos los tamafios)

Tubo 16 Tubos de muestras de sangre preparados 25-48 25-48
(para lotes de los tamafios 48 y 96)

Tubo 17 Tubos de muestras de sangre preparados 49-72 49-72
(para lotes del tamafio 96)

Tubo 18 Tubos de muestras de sangre preparados 73-96 73-96
(para lotes del tamafio 96)

Multiflex 19-24 Placa de pocillos profundos vacia, plasma final, 4
con codigo de barras

Multiflex  19-24 Placa de pocillos profundos vacia, plasma 5
intermedio, con cédigo de barras

Reactivo 47 [Opcional] Solucién salina tampdn fosfato 5
Dulbecco (DPBS) utilizada para control sin
cadena molde (NTC)

Asegurese de que los portadores, el material de laboratorio y los reactivos se hayan cargado
correctamente.

En la pantalla Pre-Spin Deck Verification (Verificacidn de la plataforma previa al centrifugado), seleccione
OK (Aceptar).

Observe ML STAR mientras realiza los pasos automatizados.

Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.
Retire la placa de pocillos profundos de plasma intermedio como se indica a continuacion.

a. Inspeccione la placa para comprobar que los volumenes de todos los pocillos sean homogéneos (que no
haya errores de pipeta). El volumen previsto es de 1000 .

b. Registre cualquier incoherencia cuando haya terminado el procedimiento de aislamiento de plasma.

c. Sellelaplaca, realice la carga de manera equilibrada y centrifugue a 5600 x g durante 10 minutos con el
freno desactivado o con la configuracion mas baja.
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16. Seleccione Yes (Si) para continuar con la preparacion del plasma final.

17. Retire lajunta de la placa y carguela de nuevo en el portador.

Tamaiio del lote de Portador . Posicion del
. Pista Elemento
muestras Tipo centro
24,48y 96 Multiflex 19-24 Placa de pocillos profundos de 5

plasma intermedio

18. Seleccione la casilla de verificacidn Intermediate Plasma plate has been spun (Se ha centrifugado la placa
de plasma intermedio) y, a continuacidn, seleccione OK (Aceptar).

19. Observe ML STAR mientras realiza los pasos automatizados.

20. Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

21. Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.
22. Cuando Workflow Manager se lo indique, vacie los portadores y la plataforma.
23. Retire la placa de pocillos profundos de plasma final.
24. Inspeccione visualmente la placa para comprobar lo siguiente:
* Los volumenes son heterogéneos en todos los pocillos. El volumen previsto es de 900 pl.
* Los pellets de células son visibles.
* Lahemolisis es excesiva.
Si observa anomalias en los pellets de células visibles o una hemdlisis excesiva, invalide la muestra afectada
al final del método de aislamiento de plasma o use Batch Manager. Para obtener mas informacion sobre

Batch Manager, consulte la Guia de VeriSeq NIPT Solution v2 Software
(n.° de documento 1000000067940).

25. Cuando Workflow Manager se lo indique, seleccione OK (Aceptar).
26. Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y seleccione OK (Aceptar).
27. Realice uno de los siguientes pasos.

* Para pasar ala extraccion de ADN sin células, seleccione Yes (Si).

* Paraterminar, seleccione Exit (Salir).

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Siva a detener el proceso, selle la placa de plasma final y almacénela a una temperatura comprendida entre
2 °Cy 8 °C durante un periodo de 7 dias como maximo.

Extraccion de ADN sin células

Preparacion

1. Examine visualmente las cajas de extraccion y de accesorios para confirmar que el kit no haya caducado.
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2. Prepare los siguientes reactivos. Etiquete las cubetas de los depdsitos y los depdsitos de pocillos
profundos con los nombres de los reactivos.
Reactivo Almacenamiento Instrucciones
Placa de pocillos Entre2°Cy8°C Si estaba almacenada, déjela reposar durante
profundos de plasma 30 minutos hasta que alcance la temperatura
final ambiente.
Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
Retire la junta de la placa de pocillos profundos de
plasma final antes de usarla.
3. Afadalentamente 3,75 ml de tampdn de proteinasa a cada frasco de reactivo de proteinasa K.
* Preparetres frascos para 24 y 48 muestras.
* Prepare cuatro frascos para 96 muestras.
4. Tape los frascos de proteinasa K y agite en vértice hasta que se resuspenda.
A PRECAUCION
No contamine el tapdn de goma, ya que, si entra en contacto con otras sustancias, podria
contaminar futuras muestras.
5. Agrupe la proteinasa K preparada de todos los frascos en un tubo de reactivo y etiquételo indicando que se
trata de proteinasa K.
6. Afada 100 ml de EtOH al 100 % a cada botella de reactivo de tampén de lavado Il.
* Prepare un frasco para 24 y 48 muestras.
* Prepare dos frascos para 96 muestras.
7. Invierta las botellas de tampdn de lavado Il para mezclar.
8. Marque las casillas de verificacion en las botellas de tampdn de lavado Il.
Etiquete una nueva placa de borde completo intermedia y coldquele un nuevo cddigo de barras de placa.
10. Etiquete una nueva placa de borde completo de elucion de ADN sin células y coléquele un nuevo cédigo de
barras de placa.
11. Etiquete una nueva placa de pocillos profundos de extraccién intermedia y coldquele un nuevo cédigo de
barras de placa de pocillos profundos.
12. Coloque un codigo de barras de placa en la placa de unién de ADN.
13. Aplique un cierre metalico en los pocillos sin usar para lotes de 24 y 48 muestras.
14. Prepare una solucion de limpieza de EtOH al 70 % (70 % de EtOH y 30 % de agua sin ADNasa ni ARNasa)
para limpiar el sistema de vacio.
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15. Prepare el sistema de vacio de la manera siguiente.

a. Quite el distribuidor de vacio y limpielo con EtOH al 70 %.
Evite limpiar la junta con EtOH: puede quebrar el material.

b. Vacie los residuos de vacio.

c. Asegurese de que el sistema de vacio de ML STAR esté activado.

Procedimiento

1. Seleccione OK (Aceptar) para iniciar la extracciéon del ADN sin células.

2. SiVeriSeq NIPT Method no esta abierto, realice lo siguiente:

illumina

a. Abra AppLaunchery luego seleccione VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).

b. Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, seleccione OK (Aceptar).

3. Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

A PRECAUCION

Antes de iniciar el método para lotes de 24, 48 y 96 muestras, afiada una gradilla completa de

puntas de ocho canales.

Tamainio del lote de muestras Por'.cador Pista
Tipo
24 Puntas 1-6
7-12
48 Puntas 1-6
7-12
96 Puntas 1-6
7-12

Elemento

Puntas de 1000 pl
Puntas de 300 pl
Puntas de 1000 pl
Puntas de 300 pl
Puntas de 1000 pl
Puntas de 300 pl

4. Cargue las puntas contadas en los portadores de puntas del modo siguiente.

~ Portador .
Tamano del lote de muestras . Pista
Tipo
24,48y 96 Puntas 49-54

Elemento

Puntas de 1000 pl
Puntas de 300 pl
Puntas de 50 pl

Posicion del centro

1y 2

1,2,3y4

Posicion del centro

5. Introduzca la ubicacién de la primera y la Ultima punta de cada gradilla de puntas y, después, seleccione OK

(Aceptar).
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6. Escanee los codigos de barras de las cajas de extraccién.

7. Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, seleccione OK
(Aceptar).

Escanee los cédigos de barras de la caja de los accesorios.
Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, seleccione OK
(Aceptar).

10. Confirme que los cddigos de barras estan colocados.

11. Retire el sello de la placa de pocillos profundos de plasma final, si fuera necesario.

12. Cargue las placas (con el cddigo de barras orientado hacia la derecha) en el portador de la placa del modo
siguiente y, a continuacion, seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote Portador . FEETER
P—— Tipo Pista Elemento del
centro
24,48y 96 Multiflex  19-24 Nueva placa con borde completo, intermedia, 1
con cédigo de barras
Nueva placa con borde completo, elucién de 2
ADN sin células, con cédigo de barras
Nueva placa de pocillos profundos, intermedia 4
de extraccidn, con cédigo de barras
Placa de pocillos profundos de plasma final, con 5
cédigo de barras

13. Confirme que la placa de unidn de ADN tiene cddigo de barras y, después, seleccione OK (Aceptar).

14. Para lotes con placa parcial, coloque una junta de placa recortadas sobre los pocillos in usar (columnas 4-12
para lotes de 24 muestras y columnas 7-12 para lotes de 48 muestras).

15. Cargue la placa de union de ADN en el distribuidor de vacio con el cddigo de barras orientado hacia la
derecha.

16. Antes de colocar la placa de unidn en el distribuidor de BVS, inspeccione visualmente los pocillos para
detectar cualquier posible obstruccion.

Esto podria impedir el flujo de reactivos durante el vacio.

17. Sise utilizan lotes de 24 o0 48 muestras, cubra los pocillos sin usar y aplique un cierre metalico. Marque la
casilla de verificacion Are DNABinding Plate Columns Sealed? (¢ Esta colocada la junta de las columnas de
la placa de unién de ADN?), y seleccione OK (Aceptar).
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18. Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote de muestras Po;:;:lor Pista Elemento Poi‘::::?odel
24y 48 Reactivo 47 Tampodn de elucién, 16 mi 1
Proteinasa K, 11 ml 2
96 Reactivo 47 Tampdn de elucidn, 16 ml 1
Proteinasa K, 15 ml 2

19. Transfiera los reactivos especificados a los depdsitos de pocillos profundos y, después, cargue los
depositos en los portadores de pocillos profundos como se indica a continuacion.

20. Seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote de Portador . Posicion del
muestras Tipo Pista  Elemento centro
24y 48 Pocillo 39- Tampodn de lavado II, 125 ml 1
profundo 44 Tampén de lavado, 125 ml 2
EtOH al 100 %, 60 ml 3
Tampodn de lisis, 100 ml 4
Agua sin ARNasa ni ADNasa, 5
60 ml
96 Pocillo 39- Tampodn de lavado I, 200 ml 1
profundo 44 Tampodn de lavado |, 125 ml 2
EtOH al 100 %, 100 ml 3
Tampodn de lisis, 100 ml 4
Agua sin ARNasa ni ADNasa, 5

100 ml

21. Espere a que finalice la comprobacion automatizada de volimenes de reactivos.

22. Confirme que el depdsito de residuos de vacio esté vacio (se recomienda que esté medio lleno) y, después,
seleccione OK (Aceptar).

23. Confirme la colocacién de todos los portadores, materiales de laboratorio y reactivos y seleccione OK
(Aceptar) en la pantalla Extraction Deck Verification (Verificacion de plataforma de extraccion).

24. Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

f’f Debe invalidar manualmente los desbordamientos de muestra que no haya detectado el sistema
antes de que puedan contaminarse los pocillos cercanos.

25. Tras el paso de vacio final, retire la placa de unidn de ADN y limpie la superficie inferior con EtOH al 70 %.
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26.

27.

28.
29.

Selle cualquier pocillo no tapado en la placa de uniéon de ADN y coloque esta placa sobre la placa de pocillos
profundos de plasma final vacia.

Centrifugue el conjunto de placa de union de ADN y placa de plasma final a 5600 x g durante 10 minutos
con el freno aplicado.

Seleccione OK (Aceptar).

Durante el centrifugado de la placa de unién de ADN, realice la limpieza de vacio:
a. Retire el distribuidor de vacio y seleccione OK (Aceptar).

b. Espere a que finalice la limpieza de residuos automatizada.

c. Limpie el distribuidor de vacio y el interior del sistema de vacio con EtOH al 70 % y, después, reemplace
el distribuidor de vacio.

d. Marque la casilla de verificacion Manifold is on Vacuum (El distribuidor esta en vacio) para iniciar la
transferencia de la placa de elucidn en el distribuidor de vacio. Después, seleccione OK (Aceptar).

30. Tras el centrifugado, quite el sello de los pocillos que contienen muestras de la placa de unién de ADN.

31. Coloque la placa de unién de ADN encima de la placa de elucién de ADN sin células que se encuentra en el
distribuidor de vacio.

32. Cargue la placa de union de ADN con el cédigo de barras a la derecha y seleccione OK (Aceptar).

33. Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

34. Tras el paso de incubacion, marque la casilla de verificacion Plates are assembled as indicated (Las placas
estan colocadas conforme se indica). Confirme que el conjunto de las placas de unién de ADN/elucién de
ADN sin células esta sobre una base de apoyo (si es necesario para centrifugar).

35. Selle los pocillos descubiertos en la placa de unién de ADN.

36. Centrifugue a 5600 x g durante 2 minutos con el freno activado y, a continuacion, seleccione OK (Aceptar).

37. Inspeccione visualmente la placa de elucion de ADN sin células para comprobar que los volumenes de cada
pocillo sean homogéneos.

El volumen previsto es de unos 55 pl.

38. Selle y conserve la placa de elucion de ADN sin células para la preparacion de librerias.

39. Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

40. Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.

41. Descargue todos los portadores y limpie la plataforma de ML STAR; a continuacion, seleccione OK
(Aceptar).

42. Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y seleccione OK (Aceptar).

43. Realice uno de los siguientes pasos:

* Parairalapreparacion de librerias, seleccione Yes (Si).
* Paraterminar, seleccione Exit (Salir).
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PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Siva a detener el proceso, selle la placa de elucién de ADN sin células y almacénela a una temperatura
comprendida entre —25 °C y 15 °C durante un periodo de 7 dias como maximo.

Preparacion de librerias

Preparacion

1.

Examine visualmente las cajas de preparacion de librerias y de accesorios para confirmar que los kits no

hayan caducado.

Prepare los siguientes reactivos. Etiquete los cubos de los depdsitos y los depdsitos de pocillos profundos

con los nombres de los reactivos.

Reactivo

Mezcla de A-Tailing

Placa de elucion de
ADN sin células

Mezcla de reparacién
de extremos

Tampodn de
hibridacién

Mezcla de ligadura

Placa adaptadora de
ADN NIPT

Tampdn de
resuspension

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

Entre2°Cy8°C
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Descongele a temperatura ambiente. Agite en
vortice para mezclary, a continuacion,
centrifugue brevemente.

Si la placa estaba almacenada, confirme que no
llevaba mas de siete dias y que se ha
descongelado a temperatura ambiente. Agite en
vértice a 1500 r/min durante 1 minuto. Centrifugue
a 1000 x g durante 20 segundos.

Descongele a temperatura ambiente. Agite en
vortice para mezclar.

Descongele a temperatura ambiente. Agite en
vértice para mezclar. Devuelva al
almacenamiento después de su uso.

Descongele a temperatura ambiente. Agite en
vortice para mezclar y, a continuacion,
centrifugue brevemente.

Descongele a temperatura ambiente. Agite en
vortice para mezclar. Centrifugue a 1000 x g
durante 20 segundos.

Agite en vortice para mezclar. Devuelva al
almacenamiento después de su uso.

31de 80

illumina



Instrucciones de uso de VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

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

Agite enérgicamente con un vortice antes de cada
uso. Mezcle con un vértice o inversor hasta que
todas las bolas estén en suspensién y la mezcla
sea homogénea.

A PRECAUCION

Retire el sello de la placa adaptadora de ADN NIPT con sumo cuidado para evitar la contaminacién
cruzada de aerosoles entre pocillos, lo que podria dar lugar a resultados incorrectos.
3. Silaplaca de elucion de ADN sin células se ha almacenado congelada, preparela como se indica.
a. Descongele a temperatura ambiente.
b. Agite en vértice a 1500 r/min durante 1 minuto.
c. Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
4. Etiquete una nueva placa de borde completo de librerias y coléquele un nuevo cédigo de barras de placa.

Prepare EtOH al 80 % a partir de EtOH absoluto. Combine 40 ml de EtOH al 100 % y 10 ml de agua sin
ADNasa ni ARNasa. Invierta para mezclar.

6. Asegurese de que la regulacion térmica de ML STAR esté activada.

Dilucion de enzimas

1. Combine una mezcla de A-Tailing con un tampdn de resuspension (RSB, Resuspension Buffer) en un tubo
con tapa de rosca. Agite en vortice para mezclar y, a continuacién, centrifugue brevemente.

Tamaiio del lote de muestras Mezcla de A-Tailing (ul) Tampon de resuspension (ul)
24y 48 900 1200
96 1800 2400

2. Combine una mezcla de ligacién con un tampdn de resuspension en un tubo con tapa de rosca. Agite en
vortice para mezclar y, a continuacion, centrifugue brevemente.

Tamano del lote de muestras Mezcla de ligadura (pl) Tampon de resuspension (ul)
24y 48 230 1713
96 440 3278
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Procedimiento

1. Seleccione OK (Aceptar) para iniciar la preparacion de librerias. Si alin no esta abierto VeriSeq NIPT
Method, realice lo siguiente:

a. Abra ApplLaunchery seleccione VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b. Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, seleccione OK (Aceptar).

2. Confirme que los siguientes consumibles estan listos conforme a las indicaciones de la pantalla de
preparacién de reactivos:

* Mezcla de A-Tailing, mezcla de ligadura y EtOH al 80 %
* Bolas de purificacion de muestras, mezcla de reparacion de extremos y placa adaptadora de ADN NIPT
Seleccione las casillas de verificacidn y seleccione OK (Aceptar).

4. Escanee los cédigos de barras de la caja de preparacion de librerias.

Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, seleccione OK
(Aceptar).

6. Escanee los cédigos de barras de la caja de los accesorios.

7. Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, seleccione OK
(Aceptar).

8. Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar)
para cada portador.

Tamaio del lote de . . Posicion del
Tipo de portador Pista Elemento
muestras centro
24 Puntas 1-6 Puntas de 50 pl 1
7-12 Puntas de 1y 2
300 pl
48 Puntas 1-6 Puntas de 50 pl 1y 2
7-12 Puntas de 1,2,3y4
300 pl
96 Puntas 1-6 Puntas de 50 pl 1,2,3y4
7-12 Puntas de 1,2,3,4y5
300 pl
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9. Sidetuvo el protocolo tras el procedimiento de extraccion de ADN sin células, cargue las puntas contadas
en los portadores de puntas del modo siguiente.

Tamaiio del lote de . . Posicion del
Tipo de portador Pista Elemento
muestras centro
24,48y 96 Puntas 49-54 Puntas de 1
1000 pl
Puntas de 2
300l
Puntas de 50 pl 3

10. Introduzca la ubicacién de la primera punta de cada gradilla de puntas y, después, seleccione OK (Aceptar).

11. Confirme que los cddigos de barras estan colocados y cargue las placas (con el cédigo de barras orientado
hacia la derecha) en el portador de placas del modo siguiente. Después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote Tipo de . Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Multiflex 19-24 Placa de elucién de ADN sin 1
células, con codigo de barras
Placa adaptadora de ADN NIPT, 2

con cédigo de barras

Nueva placa de 96 pocillos con 3
borde completo, librerias, con
codigo de barras

Nuevas placas de 96 pocillos con 4y5
borde completo

12. Cargue el portador de pocillos profundos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Pocillo 39-44 50 ml de EtOH al 80 % en un 1
profundo depdsito de pocillo profundo
Nuevas placas de 96 pocillos con 2,3,4,5

borde completo
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13. Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Reactivo 47 Mezcla de reparacion de extremos 1
de 2,5ml
Mezcla de A-Tailing preparada 2

(volumen total)

Mezcla de ligacion preparada 3
(volumen total)

Bolas de purificacién de muestras 4
de 10 ml
Tampodn de hibridacion de 12 ml 5

14. Guarde el resto de los 12 ml de tampdn de hibridacién (HT1) en el contenedor para la agrupacion.

15. Asegurese de que los portadores, los materiales de laboratorio y los reactivos estén cargados como se
indica; a continuacion, seleccione OK (Aceptar) en la pantalla Library Deck Verification (Verificacion de la
plataforma de librerias).

16. Espere a que finalice la comprobacién automatizada de volimenes de reactivos.
17. Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

18. Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

19. Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.

20. Inspeccione la placa de librerias para comprobar que los voliumenes de todos los pocillos sean
homogéneos.

A PRECAUCION

Silos volumenes no son homogéneos, las muestras pueden ofrecer resultados incorrectos.

21. Selle y conserve la placa de librerias cuando la almacene.
22. Descargue todos los portadores, limpie la plataforma y, a continuacion, seleccione OK (Aceptar).
23. Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y seleccione OK (Aceptar).
24. Realice uno de los siguientes pasos:
* Parairalacuantificacion de librerias, seleccione Yes (Si).

* Paraterminar, seleccione Exit (Salir).

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Siva a detener el proceso, selle la placa de librerias antes de su almacenamiento. La placa de librerias
permanece estable hasta siete dias a contar desde la fecha de preparacion, a una temperatura comprendida
entre -25°Cy-15 °C.
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Cuantificacion de librerias

Preparacion

1. Prepare los siguientes reactivos:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Reactivo de Entre2°Cy 8°C Proteger de la luz. Descongele a temperatura
cuantificaciéon de ambiente durante 30 a 150 minutos.

ADN (Se recomienda retirar el reactivo al inicio del

procedimiento de preparacion de librerias.)
Agite en vortice para mezclar y, a continuacion,
centrifugue brevemente.

Estandar de Entre2°Cy8°C Agite en vortice para mezclar y, a continuacion,
cuantificacion de centrifugue brevemente.

ADN

Tampodn de Entre2°Cy8°C Agite en vortice para mezclar.

resuspension

2. Silaplaca de librerias se ha almacenado congelada, preparela como se indica.
a. Confirme que no llevaba mas de siete dias y que se ha descongelado a temperatura ambiente.
b. Agite en vértice para mezclar.
c. Centrifugue a 1000 x g durante 1 minuto.
Encienda el fluorimetro 10 minutos antes de usarlo.
Adhiera una etiqueta de cddigo de barras en una nueva placa de 384 pocillos.

Adhiera una etiqueta de codigo de barras en una nueva placa de bordes completos.

Procedimiento

1. Seleccione OK (Aceptar) para iniciar la cuantificacion.

2. Siaun no esta abierto VeriSeq NIPT Method, realice lo siguiente:
a. Abra AppLaunchery seleccione VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b. Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, seleccione OK (Aceptar).
Escanee los codigos de barras de la caja de los accesorios.

Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, seleccione OK
(Aceptar).
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5. Cargue las puntas en el portador de puntas del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote de Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
muestras portador centro
24y 48 Puntas 1-6 Gradilla de puntas de 300 1
Gradilla de puntas de 50 pl 2
96 Puntas 1-6 Gradilla de puntas de 300 pl 1
Gradilla de puntas de 50 pl 2y3

6. Confirme que los cédigos de barras estan colocados.
Si fuera necesario, retire el sello de la placa de librerias.

8. Cargue las placas (con el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el portador Multiflex del modo
siguiente y, a continuacidn, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote de Tipo de ] Posicion del
Pista Elemento
muestras portador centro
24,48y 96 Multiflex 19-24 Nuevas placas con borde 1
completo, con cédigo de
barras
Nueva placa de 384 pocillos, 2

con cdédigo de barras

Placa de librerias, con cddigo 3
de barras
Nuevas placas de 96 pocillos 4y5

con borde completo

9. Cargue los tubos de reactivo sin tapa en el portatubos del modo siguiente y, después, seleccione OK
(Aceptar).

Tamaio del lote de Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
muestras portador centro

24,48y 96 Tubo 46 Estandar de cuantificacién de 1
ADN
Reactivo de cuantificacién de 2
ADN
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10. Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote de Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
muestras portador centro
24,48y 96 Reactivo 47 Nuevo tubo de reactivo 1
(vacio)
Tampon de resuspension de 2
16 ml

11. Sidetuvo el protocolo tras el procedimiento de extraccion de preparacion de librerias, cargue las puntas
contadas en los portadores de puntas del modo siguiente.

Tamaiio del lote de Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
muestras portador centro
24,48y 96 Puntas 49-54 Puntas de 1000 pl 1
Puntas de 300 pl 2
Puntas de 50 pl 3

12. Introduzca la ubicacion de la primera y la ultima punta de cada gradilla de puntas y, después, seleccione OK
(Aceptar).

13. Asegurese de que los portadores, los materiales de laboratorio y los reactivos estén cargados como se
indica; a continuacion, seleccione OK (Aceptar) en la pantalla Quant Deck Verification (Verificacion de la
plataforma de cuantificacién).

14. Espere a que finalice la comprobacion automatizada de volumenes de reactivos.
15. Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

16. Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

17. Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.
18. Descargue la placa de librerias.
a. Inspeccione la placa para comprobar que los voliumenes de todos los pocillos sean homogéneos.

b. Selle la placa de librerias y almacénela a temperatura ambiente hasta que se complete el analisis de
datos fluorométricos.

19. Descargue las placas de 96 pocillos restantes e inspeccidnelas para comprobar que los volumenes de
todos los pocillos sean homogéneos.
Si hay errores notables en el volumen, tal vez haya un problema con los pasos del pipeteado.

20. Descargue la placa de 384 pocillos e inspeccidnela para comprobar que haya liquido en los pocillos
correspondientes.

21. Selle la placa con un cierre metalico.
22. Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

23. Incube a temperatura ambiente y protegiendo de la luz durante 10 minutos.
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24.
25.

26.

27.
28.
29.
30.

Descargue todos los portadores.

Limpie la plataforma de ML STAR; a continuacidn, seleccione OK (Aceptar).

A PRECAUCION

No deseche los reactivos de cuantificacion hasta que se hayan obtenido los datos. Le haran falta
los reactivos si necesita realizar una recuantificacién.

Tras la incubacidn, quite el cierre metalico y cargue la placa de 384 pocillos en el lector de microplacas.
Asegurese de utilizar la placa adaptadora violeta (nUmero de referencia: 0310-4336) suministrada por
Molecular Devices, o equivalente, si procede con el instrumento utilizado.

* Alcargarla, asegurese de que A1 esté en la esquina superior izquierda.

Haga doble clic en la cadena molde de VeriSeq NIPT para abrirla en SoftMax Pro.

Seleccione New Experiment (Nuevo experimento) en la ficha Home (Inicio).

Seleccione Read (Leer).

Exporte los datos en formato XML como se explica a continuacion.

a. Haga clic con el botdn derecho en Plate (Placa) y, a continuacion, seleccione Rename (Renombrar).

b. Realice lalectura del cédigo de barras de la placa de cuantificacidn y, a continuacidn, seleccione OK
(Aceptar).

c. Seleccione elicono de placa que aparece en la esquina superior izquierda y, a continuacién, seleccione
Export (Exportar) en el mend.

d. Marque la casilla de comprobacién Expt name (Nombre de exportacidn), establezca la opcion de fecha
de placa como sin procesar, elija XML como formato de salida y, a continuacion, seleccione OK
(Aceptar).

e. Definalarutay el nombre del archivo de salida y seleccione Save (Guardar).

Debe poderse acceder a la ubicacién del archivo desde el ordenador Hamilton. No utilice espacios en el
nombre ni en la ruta del archivo.

Analisis

En la pantalla Scanner Information (Informacion del lector) de ML STAR, introduzca el ID del fluorimetro.

Escriba los comentarios sobre el experimento del fluorimetro y seleccione OK (Aceptar).

3. Navegue al archivo *.xml de cuantificacidon que contiene los datos fluorométricos y, después, seleccione OK
(Aceptar).

4. Revise los resultados de los analisis de curva estandar y concentracion de muestras y, después, seleccione
OK (Aceptar).

5. Sinecesita repetir la lectura de la placa, seleccione Rescan (Repetir lectura).
Las muestras son sensibles al tiempo y la luz. Si es necesario repetir la lectura, hagalo inmediatamente.

6. Escribalos comentarios sobre los pocillos afectados y seleccione OK (Aceptar).
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7. Evalle los resultados y continlie como se indica a continuacion.

* Silosresultados superan la especificacion, vaya a Agrupacion de librerias en la pagina 40. Para obtener
informacion sobre las especificaciones, consulte la tabla de criterios de medicion y limites de CC de la
cuantificacion en la Guia de VeriSeq NIPT Solution v2 Software (n.° de documento 1000000067940).

* Silosresultados no superan la especificacion, el sistema cancela el método. Repita los procedimientos
de cuantificacidn empezando por Preparacion en la pagina 36.

8. Realice uno de los siguientes pasos:
* Paraproceder ala Agrupacion de librerias en la pagina 40, seleccione Yes (Si).

* Paraterminar, seleccione Exit (Salir).

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Siva a detener el proceso, selle la placa de librerias antes de su almacenamiento. La placa de librerias
permanece estable hasta siete dias almacenada a una temperatura comprendida entre =25 °C y 15 °C.

Agrupacion de librerias

Preparacion

1. Prepare los siguientes reactivos:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones
Tampodn de Entre -25°Cy-15°C Descongele a temperatura ambiente. Agite en vértice para
hibridacion mezclar. Devuelva al almacenamiento después de su uso.

2. Silaplaca de librerias se ha almacenado congelada, preparela como se indica.
a. Confirme que no llevaba mas de siete dias y que se ha descongelado a temperatura ambiente.
b. Agite en vortice a 1500 r/min durante 1 minuto.
c. Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
d. Pipetee para mezclar.

3. Etiquete un tubo de agrupacién vacio como Grupo A. En el caso de muestras de 96, etiquete un segundo
tubo de agrupacion vacio como Grupo B.

4. Guarde el siguiente programa de desnaturalizacidn en el ciclador térmico con una tapa calentada.
a. Seleccione la opcidn de tapa precalentada y establezca la temperatura a 102 °C.
b. Defina el volumen de la reaccién en 50 pl.
c. Definalatasa de incremento en el valor maximo (=2 °C por segundo).
d. Incube a 96 °C durante 10 minutos y, después, a 4 °C durante 5 segundos.
e

Mantenga la temperatura a 4 °C.
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Procedimiento

1. Coloque la placa de librerias en el ciclador térmico preprogramado y ejecute el programa de
desnaturalizacion.
No desnaturalice la placa de librerias antes de que la cuantificacion haya superado los criterios de medicion
de CC: puede que quiera realizar una recuantificacion.

Centrifugue la placa de librerias a 1000 x g durante 20 segundos.
Seleccione OK (Aceptar) para iniciar la agrupacion de librerias.
4. SiVeriSeq NIPT Method no esta abierto, realice lo siguiente:
a. Abra AppLaunchery seleccione VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b. Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, seleccione OK (Aceptar).

5. Seleccione la concentracion del grupo y, a continuacion, seleccione OK (Aceptar).
La densidad de grupos objetivo es 220-260 k/mm?.

NOTA Puede que sea necesario aumentar las concentraciones y/o los volumenes de generacion de
grupos para los lotes de 24 muestras para mantener densidades de grupos similares a las
obtenidas con los lotes de 48 y 96 muestras.

6. Sise loindica Workflow Manager, realice uno de los siguientes pasos:
* Para cargar una hoja de muestras, seleccione la hoja de muestras asociada al lote y, a continuacion,

seleccione Load (Cargar).

* Parausar los valores predeterminados del sistema con el resto de tipos de muestras, informes sobre el
sexo o tipos de cribado, seleccione Use Default (Usar predeterminados) en cada ajuste.
Para obtener informacién sobre cdmo crear una hoja de muestras, consulte la Guia de VeriSeq NIPT
Solution v2 Software (n.° de documento 1000000067940).
7. Seleccione Start (Iniciar) para activar el temporizador de la desnaturalizacion de la placa.

8. Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente.

Tamaio del lote Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Puntas 7-12 Puntas de filtros de 50 pl 1

9. Cargue la placa de libreria desnaturalizada (con el cddigo de barras orientado hacia la derecha) en el
portador Multiflex del modo siguiente y, a continuacion, seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48 y 96 Multiflex 19-24 Placa de libreria desnaturalizada 1

(con cédigo de barras)
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10. Cargue los tubos de grupos en el portatubos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaio del lote Tipo de ) Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24y 48 Tubo 46 Nuevo tubo de 2 ml, grupo A 1
96 Tubo 46 Nuevo tubo de 2 ml, grupo A 1
Nuevo tubo de 2 ml, grupo B 2

11. Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, seleccione OK (Aceptar).

Tamaiio del lote Tipo de . Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Reactivo 47 Tampdn de hibridacion de 3 ml 1

12. Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente.

Tamaiio del lote Tipo de . Posicion del
Pista Elemento
de muestras portador centro
24,48y 96 Puntas 49-54 Puntas de filtros de 1000 pl 1
Puntas de filtros de 300 pl 2
Puntas de filtros de 50 3

13. Introduzca la ubicacién de la primera y la Ultima punta de cada gradilla de puntas y, después, seleccione OK
(Aceptar).

14. Asegurese de que los portadores, el material de laboratorio y los reactivos se hayan cargado segun las
indicaciones.

15. En la pantalla Pooling Deck Verification (Verificacidn de la plataforma de agrupacidn), seleccione OK
(Aceptar).

16. Observe ML STAR durante los pasos automatizados.
17. Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y seleccione OK (Aceptar).

18. Sirecibe un mensaje de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores.

19. Seleccione Unload (Descargar) para descargar la plataforma.

20. Descargue el portatubos.

21. Tape todos los tubos de agrupacion, agite en vortice y, a continuacion, centrifugue brevemente.
22. Seleccione OK (Aceptar).

23. Secuencie las librerias lo antes posible tras la agrupacion. Selle la placa de librerias y almacénela a una
temperatura comprendida entre —25 °C y —15 °C durante un periodo maximo de siete dias para permitir la
reagrupacion.
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PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

Siva a detener el proceso, tape los tubos de agrupacion y almacénelos a una temperatura comprendida entre
—-25°C y -15 °C durante un periodo de 7 dias como maximo.

Preparacion de librerias agrupadas para la secuenciacion

Preparacion

1.

Prepare los siguientes reactivos:

Reactivo Almacenamiento Instrucciones

Tubos de grupo Entre -25°Cy-15°C Si han estado almacenados, deben descongelarse a
temperatura ambiente.
Agite en vortice brevemente.
Centrifugue brevemente.

Prepare el sistema de secuenciacidon de nueva generacion; para ello, complete los siguientes campos en el
mdédulo Local Run Manager VeriSeq NIPT Module:

a. Run Name (Nombre del experimento)

b. [Opcional] Escriba una descripcién para identificar el experimento.

c. Cddigo de barras de grupo

A PRECAUCION

El codigo de barras de grupo introducido en el médulo de LRM debe coincidir con el introducido
en Workflow Manager. El software de analisis rechaza las configuraciones de experimentos
incorrectas y tal vez requiera una resecuenciacion.

Para obtener mas informacion sobre cdmo usar el Local Run Manager VeriSeq NIPT Module, consulte la
Guia de VeriSeq NIPT Solution v2 Software (n.° de documento 1000000067940).

Procedimiento

1.

Combine los siguientes volumenes en el cartucho de reactivos y, a continuacion, pipetee para mezclar.
* Tampodn de hibridacion (900 pl)
* Mezcla A (450 pl)

2. Proceda con la secuenciacién en un sistema de secuenciacion de nueva generacién, siguiendo la guia del

sistema.

Consulte la guia del instrumento de secuenciacién de nueva generacion que esté utilizando. Si utiliza
NextSeq 550Dx, consulte la Guia de referencia del instrumento NextSeq 550Dx

(n.° de documento 1000000009513) o las Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx

(n.° de documento 1000000043133).

3. Confirme que la configuracion del experimento es correcta cuando se le indique.
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4. Sies necesario, repita este procedimiento para el grupo B.

* Paraalcanzar el intervalo de densidad de grupos objetivo, la placa de libreria puede reagruparse con
una concentracion del grupo distinta en el ordenador Hamilton. Al volver a crear el grupo se invalida el
grupo original.

* Silo prefiere, puede modificar el cociente del grupo a HT1 (450 pl + 900 pl) para alcanzar el intervalo de
densidad de grupos objetivo.

Secuenciacion de nueva generacion

VeriSeq NIPT Solution v2 puede usarse con un sistema de secuenciador de nueva generacion con las
especificaciones siguientes:

* Capacidad para 2 x 36 lecturas "paired-end".

* Compatibilidad con adaptadores de indices de VeriSeq NIPT Sample Prep.

* Procesos quimicos de dos canales.

* Producciéon automatica de archivos .BCL (datos sin procesar del instrumento de secuenciacion).
* 400 millones de lecturas “paired-end” por experimento.

* Compatible con VeriSeq NIPT Assay Software v2.

NextSeq 550Dx es compatible con VeriSeq NIPT Solution v2.

Analisis de datos de secuencias

Una vez completada la secuenciacion, los datos de secuenciacidn se envian automaticamente a

VeriSeq NIPT Assay Software v2, que realiza un analisis y genera un informe. El informe incluye las
clasificaciones de cada muestra del lote, asi como una evaluacion de todos los criterios de medicion de CC
aplicados. El proceso de andlisis de un lote de 48 muestras tarda aproximadamente 4 horas desde que finaliza
la secuenciacién hasta que se obtienen los resultados finales. Para obtener informacion detallada sobre analisis
de datos y el archivo de resultados, consulte la Guia de VeriSeq NIPT Solution v2 Software

(n.° de documento 1000000067940).

Interpretacion de resultados

El algoritmo de VeriSeq NIPT Solution v2 emplea un complejo modelo estadistico que combina distintos tipos de
informacion a partir de la recogida de fragmentos de libreria secuenciados con lecturas "paired-end". Este
modelo se emplea para detectar regiones del genoma que estén infrarrepresentadas o sobrerrepresentadas en
la libreria de cada muestra. Lo importante de este modelo es que representa si el grado de infrarrepresentacion
o sobrerrepresentacion detectado es indicador o no, desde el punto de vista cuantitativo, de la existencia de
aneuploidias en el genoma fetal al nivel de la fraccién fetal estimada para la libreria.
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En el caso de todos los cromosomas, los datos de secuenciacidn "paired-end" se alinean con el genoma de
referencia (HG19). Las lecturas alineadas no duplicadas exclusivas se afiaden en grupos de 100 kb. Los
recuentos de grupos correspondientes se ajustan a la tendencia de GC y a la cobertura genémica especifica de
cada zona anteriormente establecida. Con dichos recuentos de grupos normalizados, se derivan puntuaciones
estadisticas para cada autosoma mediante la comparacion de las regiones de cobertura que pueden verse
afectadas por la aneuploidia con el resto de los autosomas. Se calcula un cociente de verosimilitud logaritmica
(LLR) para cada muestra teniendo en cuenta estas puntuaciones basadas en las coberturas y en el calculo de la
fraccion fetal. EI LLR es la probabilidad de que una muestra se vea afectada por la cobertura observaday la
fraccidn fetal frente a la probabilidad de que una muestra no se vea afectada por la misma cobertura
observada. El calculo de este cociente también tiene en cuenta la incertidumbre estimada en la fraccidn fetal.
Para futuros calculos, se utiliza el logaritmo natural de la relacién. Assay Software evalla el cociente de
verosimilitud logaritmica (LLR) de cada cromosoma objetivo y de cada muestra para determinar las
aneuploidias.

Durante la creacion del lote, debe definir para cada muestra el tipo de muestra (embarazo de un Unico embridn
o gemelar), el tipo de cribado (basico o del genoma completo) y si se elaboraran o no informes sobre el
cromosoma sexual (Yes [Si], No y SCA [aneuploidia de los cromosomas sexuales]). Juntas, estas opciones
determinaran qué informacién recogera el informe de cada muestra.

En todos los tipos de muestra sera el tipo de cribado el que determine sobre qué anomalias autosémicas se
informara. En el tipo de cribado basico, solo se incluiran en el informe eventos de trisomia cromosdémica que
afecten alos cromosomas 13, 18 y 21. En el tipo de cribado del genoma completo, se incluiran en el informe las
deleciones o duplicaciones cromosdmicas parciales o completas de cualquier cromosoma autosémico. Para
que una delecidn o duplicacién parcial se incluya en el informe su longitud debera ser como minimo de 7 Mb.

En el caso de muestras de embarazos de un Unico embridn, puede desactivarse la inclusién en el informe del
cromosoma sexual. También puede configurar si desea que, en el informe, ademas de las aneuploidias del
cromosoma sexual, se incluya o no informacidn sobre el sexo de las muestras euploides.

En el caso de muestras gemelares, si se selecciona Yes (Si) para que se incluyan en el informe datos sobre el
cromosoma sexual, el resultado se limitara a indicar la presencia o ausencia de un cromosoma Y en la libreria.
No es posible incluir en el informe datos sobre la aneuploidia del cromosoma sexual para muestras gemelares.

El resultado ANOMALY DETECTED (ANOMALIA DETECTADA) indica que se han detectado en la muestra una o
mas anomalias de acuerdo con el tipo de cribado y la opcidn de informe sobre el cromosoma sexual que se
hayan seleccionado. Cuando se detecta una anomalia, el informe proporciona una descripcién de esta anomalia
con nomenclatura citogenética.

VeriSeq NIPT Assay Software v2 usa estadisticas generadas durante la secuenciacién para ofrecer una
estimacidn de la fraccion fetal (FFE) de cada muestra. La FFE es el componente de ADN sin células fetal
estimado que se recupera en el ensayo y sobre el cual se informa con un porcentaje redondeado para cada
muestra. La desviacidn estandar media de esta estimacion en todas las muestras es del 1,3 %. La FFE no se
debe usar de manera aislada para excluir muestras al generar informes de los resultados.

Para realizar llamadas de representacion cromosémica, VeriSeq NIPT Assay Software v2 utiliza la prueba de
confianza de aneuploidia fetal individual (iFACT, individualized Fetal Aneuploidy Confidence Test), un criterio
de medicién de umbral dindmico que indica si el sistema ha generado una cobertura de secuenciacién
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suficiente, basdndose en el calculo de la fraccidn fetal de cada muestra.Las llamadas negativas se indican solo
sila muestra alcanza el umbral de iFACT. Si una muestra no logra alcanzar este umbral, la evaluacién de CC
muestra FAILED iFACT (iFACT FALLIDA) y el sistema no genera un resultado.

Ademas de la prueba iFACT, VeriSeq NIPT Assay Software v2 evalla algunos otros criterios de medicion de CC
durante el anadlisis. Entre los criterios de medicion se incluyen la evaluacién de la uniformidad de cobertura en
las regiones gendmicas de referencia y la distribucion de longitudes de fragmento de ADN sin células. La
evaluacion de CC muestra una marca de CC o un error de CC para cualquier criterio de medicidn que esté fuera
del rango admitido. En el caso de que haya un error de CC, el sistema no genera un resultado para la muestra. Si
la muestra no supera el CC, puede reprocesarse siempre que haya suficiente volumen de plasma en el tubo de
recogida de sangre.

VeriSeq NIPT Solution v2 genera datos que se usan en un informe final. No genera un informe final para el
paciente. Los clientes son los responsables del disefio y los contenidos del informe final que se entregara al
profesional médico. lllumina no se hace responsable de la precisién de la redaccion en el informe final del
cliente.

A PRECAUCION

Compruebe las estimaciones de la fraccidn fetal de todas las muestras. Si los valores son similares
para todas las muestras de un mismo experimento, es posible que se haya producido una
amalgamacion de las muestras que afecte a los resultados. Pédngase en contacto con el servicio de
asistencia técnica de lllumina para que le ayuden a solucionar el problema.

Caracteristicas de rendimiento

Los datos siguientes descritos en las secciones de rendimiento clinico y rendimiento analitico se generaron
mediante los protocolos y materiales descritos en Instrucciones de uso, empezando por el plasma. Todos los
datos de secuenciacidn de esta seccidn se generaron en un sistema de secuenciacion NextSeq 500/550 o en
un sistema de secuenciacion NextSeq 550Dx con las configuraciones siguientes:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Software NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
integrado en el
instrumento
Version del kit NextSeq 500/550 High Output v2.5 (75 NextSeq 550Dx High Output v2.5 (75
de reactivos cycle) Reagent Kit cycle) Reagent Kit
Método de Experimento de secuenciacién “paired- Experimento de secuenciacién “paired-
secuenciacion end” 2 x 36 en modo de rendimiento end” 2 x 36 en modo de rendimiento
elevado elevado
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Estudio clinico

La precisidn clinica de VeriSeq NIPT Solution v2 se demostré mediante la evaluacién de muestras de plasma de
mujeres con embarazo de un Unico embridn o embarazo gemelar. Las muestras se obtuvieron de bancos de
muestras de plasma sin identificar que se habian procesado previamente a partir de muestras de sangre
completa periférica. Se consideraron mas de 45 000 muestras para su inclusién en el estudio. Dichas muestras
se sometieron previamente a cribado prenatal para la deteccién de aneuploidias cromosdmicas fetales y
deleciones y duplicaciones parciales de 7 Mb o mas. Todas las muestras de embarazos afectados, asi como un
subconjunto de muestras consecutivas de embarazos no afectados, podian ser aptas para la prueba si se
disponia de los resultados clinicos y se cumplian los criterios de muestra. El conjunto de analisis para la prueba
incluyd un total de 2335 muestras. De este conjunto, 2328 muestras pertenecian a embarazos de un Unico
embrion y siete a embarazos gemelares.

De esas muestras, 28 (el 1,2 %, 28 de 2335) no superaron el CC del ensayo en la primera ronda durante el
andlisis de los datos secuenciados:

e 27 fallos deiFACT (1 XO, 26 no afectados)

* Unfallo por datos fuera del intervalo previsto

Demografia y caracteristicas del embarazo

La edad de la madre, la edad gestacional y el trimestre del embarazo se resumen en la Tabla 7 para las
muestras del cribado del genoma completo, incluidas las muestras de mosaicos conocidos. La mayoria (98 %)
de las muestras analizadas son representativas del primer trimestre del embarazo.

Se evaluaron las caracteristicas demograficas entre las cohortes del cribado basico y el del genoma completo y
no se detectd diferencia estadistica. Las caracteristicas demograficas y de embarazo eran similares tanto si se
incluian los mosaicos conocidos como si se excluian.
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Tabla7 Demografiay caracteristicas del embarazo

Genoma completo

Resumen estadistico . . . .
(incluidos mosaicos conocidos)

NuUmero de muestras 2307*

Edad de la madre: afos

Media 35,08
Desviacioén estandar 4,04
Mediana 34,95
Percentil 25, percentil 75 32,31, 37,79
Minimo, maximo 20,22,53,02

Edad gestacional en el momento de la extraccion: semanas

Media 10,93
Desviacion estandar 1,20
Mediana 10,57
Percentil 25, percentil 75 10,29, 11,14
Minimo, maximo 10,00, 27,86

Trimestre de embarazo: n (%)

<Primero (<14 semanas) 2252 (98 %)
Segundo 54 (2 %)
Tercero (=27 semanas) 1(0 %)

*|_as muestras finales presentadas incluian 7 gemelos.

Rendimiento clinico

Los resultados obtenidos del ensayo con VeriSeq NIPT Solution v2 se compararon con los resultados estandar
de la referencia clinica. Todas las muestras del estudio mostraron resultados acordes con los resultados
estandar de la referencia clinica (realidad clinica) para aneuploidia cromosémica fetal y deleciones y
duplicaciones parciales de 7 Mb o mas. El resultado estandar de la referencia clinica para las muestras incluidas
en este estudio se basd en los resultados del analisis cromosémico o de un examen fisico del recién nacido con
un cribado de NIPT negativo basado en NGS (Next Generation Sequencing). Personal del estudio, debidamente
cualificado, realizé la clasificacion de los datos estandar de la referencia clinica de acuerdo con el documento
de codificacién médica del patrocinador.
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Entre los métodos de analisis cromosdmico se incluyeron el cariotipado, la hibridacidn in situ de fluorescencia
(FISH, Fluorescence In Situ Hybridization) o la microarray cromosémica (CMA, Chromosome Microarray) de
hibridacién genédmica comparativa. El andlisis cromosdmico se realizé a partir de saliva o sangre periférica de
recién nacidos o lactantes, muestras de productos de la concepcion (POC, Products Of Conception),
amniocitos, vellosidades coridnicas, tejidos placentarios o sangre del cordén umbilical extraida después del
nacimiento.

El mosaicismo es la presencia de dos o mas lineas celulares de distinta composicidon cromosémica en un mismo
individuo. Las lineas celulares tienen su origen en el mismo cigoto. El tipo y el nivel de mosaicismo varia y
depende de cuando aparezcan los eventos de mosaico durante la embriogenia y el desarrollo fetal. En los
diagndsticos prenatales aparecen distintos tipos de mosaicismo, dependiendo de la distribucién de las lineas
celulares anémalas frente a las normales en el citotrofoblasto, el mesénquima o el feto.'® Si bien el mosaicismo
puede apreciarse con cualquier anomalia cromosdmica, la prevalencia del mosaicismo en trisomias poco
frecuentes es superior en las trisomias de los cromosomas 21,18 y 13 (T21, T18 y T13)." En la evaluacién del
rendimiento, los casos de mosaicos se incluyeron en el andlisis del genoma completo, puesto que en este
ensayo el objetivo de este tipo de cribado es la deteccion de las aneuploidias autosdmicas raras (RAA, por sus
siglas eninglés).

Rendimiento de cribado basico

En el cribado basico, entre las anomalias se incluyen T21, T18 y T13. El andlisis incluyd un total de
2243 muestras de embarazos de un unico embrién y gemelares. Se detectd la presencia de T21 en los siete
embarazos gemelares; no se reflejan en la siguiente tabla.

Tabla 8 Sensibilidad y especificidad de VeriSeq NIPT Solution v2 para la deteccion de trisomias del 21,18 y 13
en el cribado basico para embarazos de un Unico embrion (excluidos mosaicos conocidos)

T21 T18 T13
Sensibilidad >99,9 % (130/130) >99,9 % (41/41) >99,9 % (26/26)
IC del 95 % bilateral 97,1%,100 % 91,4 %, 100 % 87,1%,100 %
Especificidad 99,90 % (1982 de 1984) 99,90 % (1995 de 1997) 99,90 % (2000 de 2002)
IC del 95 % bilateral 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %

El rendimiento del ensayo en el cribado basico, tal y como se muestra en la Tabla 8, se calcula sin incluir un
subconjunto de 64 muestras afectadas por RAA, duplicaciones o eliminaciones autosémicas parciales, o
mosaicismo conocido. Entre estas 64 muestras se incluyen tres mosaicos T18 y ocho T21. Se ha identificado
que cinco de estas 11 muestras se ven afectadas por la anomalia detectada por el software VeriSeq NIPT Assay
Software v2.
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Rendimiento de cribado del genoma completo

Para el cribado del genoma completo, se incluyen en la categoria "cualquier anomalia" las trisomias, las
monosomias y las deleciones o duplicaciones parciales de 7 Mb o mas. Las muestras para el cribado del
genoma completo incluian 36 muestras con mosaicismo conocido. Se analizé un total de 2307 muestras de
embarazos de un Unico embrién y gemelares. Se detectd la presencia de una anomalia del cromosoma 21 en los
siete embarazos gemelares; no se informan en las siguientes tablas.

Rendimiento del cribado del genoma completo para cualquier anomalia

Tabla 9 Sensibilidad y especificidad de VeriSeq NIPT Solution v2 para la deteccion de cualquier anomalia en el
cribado del genoma completo (incluidos mosaicos conocidos)

Sensibilidad Especificidad
% de estimacion (n/N) 95,5 % (318 de 333) 99,34 % (1954 de 1967)
IC del 95 % bilateral 92,7%,97,3% 98,87 %, 99,61 %

Rendimiento del cribado del genoma completo para aneuploidia autosémica rara

Tabla 10 Sensibilidad y especificidad de VeriSeq NIPT Solution v2 para aneuploidia autosémica rara (RAA) en el
cribado del genoma completo (incluidos mosaicos conocidos)

Sensibilidad Especificidad
% de estimacion (n/N) 96,4 % (27 de 28) 99,80 % (2001 de 2005)
IC del 95 % bilateral 82,3%,99,4% 99,49 %, 99,92 %

Rendimiento del cribado del genoma completo para deleciones y duplicaciones
parciales

Tabla 11 Sensibilidad y especificidad de VeriSeq NIPT Solution v2 para deleciones y duplicaciones parciales de
7 Mb o mas en el cribado del genoma completo (incluidos mosaicos conocidos)

Sensibilidad Especificidad
% de estimacion (n/N) 74,1 % (20 de 27) 99,80 % (2000 de 2004)
IC del 95 % bilateral 55,3 %, 86,8 % 99,49 %, 99,92 %

Diferencias en el rendimiento de los cribados basicos y del genoma completo

La metodologia de puntuacidn de las trisomias comunes y aneuploidias en cromosomas sexuales es la misma
tanto para cribados basicos como del genoma completo. El cribado basico solo aplica el algoritmo a las T21, T18
y T13. Por su parte, el cribado del genoma completo va mas alla de esta metodologia a fin de evaluar todas las
trisomias, las deleciones y duplicaciones parciales y RAA.
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Existen dos diferencias en la generacién de informes de rendimiento descrita entre los cribados basicos y de
genoma completo. En primer lugar, para el cribado del genoma completo, se incluyeron en los criterios de
medicidn de rendimiento las muestras con mosaicismo conocido tanto para trisomias comunes como RAA 'y
deleciones y duplicaciones parciales. En segundo lugar, el cribado del genoma completo puede informar de
forma preferencial de la deteccién de una duplicacidn o delecidn parcial en la trisomia completa. La presencia
de una trisomia completa, ademas de una duplicacion o delecidn parcial, puede apreciarse haciendo referencia
a la puntuacion de LLR que se proporciona en el informe adicional.

Inclusidon de mosaicos en cribados del genoma completo

El mosaicismo se incluye como limitacion en este ensayo. De producirse, la sefial fetal de una anomalia se
reduce y, por tanto, su deteccidn sin poner en peligro la especificidad general del ensayo puede resultar mas
complicada. Sin embargo, dado que el mosaicismo es mas relevante para contenido ampliado, se incluyeron en
el cribado del genoma completo las muestras con él.

De las 64 muestras incluidas en el cribado del genoma completo, pero no en el basico, se identificd que 36
contenian mosaicismo segun el estandar de referencia clinica. De estas 36 muestras, 23 llamadas coincidieron
con el estandar de referencia clinica.

Deteccion de deleciones o duplicaciones parciales frente a aneuploidia del cromosoma
completo

VeriSeq NIPT Solution v2 contiene opciones de menu tanto para cribado basico como para cribado del genoma
completo. En el cribado basico, solo se informa sobre un resultado ANOMALY DETECTED (ANOMALIA
DETECTADA) si se detecta una aneuploidia completa en los cromosomas 21, 18 0 13 y si se cumplen todos los
criterios de medicidn del control de calidad. En el cribado del genoma completo, el sistema detecta la
aneuploidia en todos los autosomas, asi como deleciones y duplicaciones parciales de 7 Mb o mas.

Durante el cribado del genoma completo, en casos con un evento de cromosoma completo y un evento de CNV
en el mismo cromosoma que superan el umbral de LLR, el sistema da prioridad a informar sobre un evento de
delecion o duplicacion parcial frente a una llamada del cromosoma completo, si la delecidn o duplicacion parcial
cubre un 75 % o menos del cromosoma en el que se ha detectado el evento. Si la regién detectada de delecion y
duplicacion parcial es superior al 75 % del tamafio del cromosoma, el evento se considerard una trisomia o
monosomia completa del cromosoma completo, siempre que, al mismo tiempo, también se supere el umbral de
LLR para el cromosoma completo. Por ello, las deleciones y duplicaciones de un tamafio notable inferiores o
iguales al 75 % del tamaiio del cromosoma pueden indicar aneuploidia del genoma completo.

En todas las muestras, la puntuaciéon de LLR para la clasificacién del genoma completo estara disponible en el
informe complementario. La puntuacién de LLR debera revisarse de acuerdo con el valor de corte especificado
en la Probabilidades de deteccion del 95 % para regiones promedio por tamafio, para VeriSeq NIPT Solution v2
en la pagina 63, antes de interpretar el resultado. Por ejemplo, una llamada de CNV en la que las puntuaciones
de LLR a nivel cromosémico que superen el valor de corte ofrecen mas evidencia para una interpretacion
compatible con una aneuploidia del cromosoma completo (consultar el ejemplo de la Tabla 12).
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En el estudio clinico hubo dos muestras de embarazo gemelar con duplicaciones notablemente grandes (una en
el cromosoma 21y otra en el cromosoma 18) cuyo tamafo era menor al 75 % del tamafio relativo del cromosoma
(consulte la Tabla 12). En el informe, ambos eventos constaron como duplicaciones parciales en lugar de como
una trisomia completa para ese cromosoma. Las puntuaciones de LLR para estos eventos superaban el valor de
corte compatible con un resultado afectado de una trisomia completa. Tras una deteccién de NIPT, tanto en el
caso de duplicacidén parcial como en el de trisomia completa, se ofrece al paciente un seguimiento consistente
en una prueba de confirmacién mediante diagndstico prenatal.

Tabla 12 Ejemplos de eventos de duplicacion de tamafio grande identificados en el cribado del genoma
completo

Resultado del Tamaio de )
) .. ) , % del Puntuaciones
Realidad clinica sistema del genoma  anomalia
cromosoma delLR
completo (Mb)
Muestra  Embarazo de un Unico Duplicacion parcialen 22,50 48,9 19,43
1 embrién con trisomia 21 la 21
Muestra  Embarazo de un Unico Duplicacion parcialen 47,00 60,2 12,99
2 embrién con trisomia la18

del 18

Consulte la Guia de software de VeriSeq NIPT Solution v2 (n.° de documento 1000000067940) para obtener
mas informacidn sobre los criterios de medicion del Control de calidad utilizados para informar sobre los
resultados de aneuploidia.

Cromosomas sexuales

Los resultados de cromosomas sexuales de VeriSeq NIPT Solution v2 se compararon con los resultados
estandar de la referencia clinica y se resumen en la tabla siguiente. Se calculé el porcentaje de concordancia
para cada cromosoma sexual, dentro de los resultados estandar de la referencia clinica. El porcentaje de
concordancia se calculé como el nUmero de muestras en las que la llamada de cromosomas sexuales de
VeriSeq NIPT Solution v2 coincidié con la clasificacion estandar de la referencia clinica, dividida entre el nimero
total de muestras con la misma clasificacion estandar en la referencia clinica.
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Tabla 13 Porcentaje de concordancia para la clasificacion del sexo del feto*

Fenotipo
segun
Clasificacion del sexo examen
del feto fisico del
recién
nacido

Resultados citogenéticos

Detectado Cariotipo Nifna Nifio XX XY XO XXX XXY XYY Otros** Ausente

Anomalia no XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
detectada

Anomalia no XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
detectada

Anomalia X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
detectada

Anomalia XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
detectada

Anomalia XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
detectada

Anomalia XYY 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
detectada

Total 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Porcentaje de 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 No No
concordantes aplicable aplicable

*Cinco embarazos gemelares con presencia de Y se clasificaron correctamente. Dos embarazos sin presencia de Y se
clasificaron correctamente.
**Qtros resultados citogenéticos fueron XXXXX y XXYY.

Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de VeriSeq NIPT Solution v2

El valor predictivo positivo (PPV, Positive Predictive Value) y el valor predictivo negativo (NPV, Negative
Predictive Value) de la prueba proporcionan informacién relativa a su capacidad para informar de decisiones
clinicas en funcién de la sensibilidad de la prueba, su especificidad y la probabilidad de prueba previa de que el
feto esté afectado por una trisomia (prevalencia). Dado que los PPV y NPV dependen de la prevalencia y que la
prevalencia de estas aneuploidias puede variar entre las diferentes poblaciones objeto, los PPV y NPV se han
calculado para un intervalo de valores de prevalencia factibles a partir de la sensibilidad y especificidad
observadas en el cribado basico (sin mosaicos conocidos) del estudio de exactitud clinica. La Tabla 17 esta
basada en el cribado del genoma completo (con mosaicos conocidos).
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Tabla 14 Prevalencia de trisomia 21, PPV y NPV en cribado basico (excluyendo mosaicos conocidos)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,05 33,17 >99,99
0,10 49,82 >99,99
0,20 66,53 >99,99
0,50 83,29 >99,99
1,00 90,93 >99,99
1,50 93,79 >99,99
2,00 95,29 >99,99

Tabla 15 Prevalencia de trisomia 18, PPV y NPV en cribado basico (excluyendo mosaicos conocidos)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,03 23,06 >99,99
0,05 33,31 >99,99
0,10 49,99 >99,99
0,20 66,68 >99,99
0,30 75,03 >99,99
0,40 80,04 >99,99
0,50 83,38 >99,99

Tabla 16 Prevalencia de trisomia 13, PPV y NPV en cribado basico (excluyendo mosaicos conocidos)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 9,10 >99,99
0,02 16,68 >99,99
0,05 33,37 >99,99
0,10 50,05 >99,99
0,20 66,73 >99,99

Tabla17 Prevalencia de cualquier anomalia, PPV y NPV en el cribado del genoma completo (incluyendo
mosaicos conocidos)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)

0,01 1,42 >99,99

0,02 2,81 >99,99

0,05 6,74 >99,99
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Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,10 12,64 >99,99
0,20 22,45 99,99
0,50 42,07 99,98
1,00 59,34 99,95
1,50 68,75 99,93
2,00 74,68 99,91

Distribucion de la fraccion fetal

La distribucion de las estimaciones de fraccion fetal (FF) de VeriSeq NIPT Solution v2 a partir del cribado del
genoma completo con mosaicos se muestra en la categoria Resultados estandar de la referencia clinica de la
Figura 1.

Figura1 Distribucion de la fraccion fetal
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Cinco muestras mostraron anomalias en varias categorias.
Dentro de "Trisomia comun" se incluyen muestras con trisomia del 21, del 18 o del 13.

Dentro de "Genoma completo” se incluyen muestras con aneuploidias autosémicas raras (RAA),
con deleciones o duplicaciones parciales o con ambas dolencias.

Las estimaciones de la FF mostraban un intervalo general de entre el 2 % y el 34 %, con una mediana del 9 % y
un intervalo intercuartilico (IQ, Interquartile) de entre el 6 % y el 12 %. La estimacién de la mediana de la FF para
las trisomias comunes y los eventos detectados mediante el cribado del genoma completo es del 8 % y para las
SCA es del 9 %. Elintervalo en las estimaciones de FF era homogéneo en todos los resultados. No hay
desplazamiento evidente en la distribucidn de la FF entre trisomias comunes, SCA, eventos detectados
mediante el cribado del genoma completo o todas las muestras del andlisis del genoma completo.
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Rendimiento en embarazos gemelares

Estimacion de la trisomia 13, 18 y 21 y rendimiento del cromosoma Y en embarazos
gemelares

Debido a la baja prevalencia de la trisomia 21, 18 y 13 en embarazos gemelares, solo se dispuso de un pequefo
numero de muestras gemelares afectadas para el estudio clinico. Para estimar con mayor precision el
rendimiento de VeriSeq NIPT Solution v2 en embarazos gemelares, se usaron modelos por ordenador (in silico)
basados en observaciones provenientes de muestras clinicas, para simular poblaciones de embarazos
gemelares. Esta simulacién fue compatible con la poblacién para el uso previsto. Se determind la distribucién de
la fraccidn fetal a partir de aproximadamente 4500 muestras gemelares y se comparé con la distribucion de
aproximadamente 120 000 muestras de embarazos de un Unico embrién. Se determiné la distribucion de la
fraccién fetal con aneuploidia a partir de llamadas posiblemente de embarazos de un Unico embrion (1044 de
trisomia 21, 307 de trisomia 18 y 192 de trisomia 13). La combinacion de las dos distribuciones permitio inferir la
deteccion de aneuploidia en gemelos. Se simularon conjuntos de gemelos dicigdticos y monocigdticos y se
tomd un promedio ponderado que representara su prevalencia en la poblacién para el uso previsto

(2 dicigdticos: 1 monocigoético) para estimar la sensibilidad. Para estimar la especificidad se simularon conjuntos
de gemelos no afectados.

La fraccion de cada muestra simulada afectada por trisomia (es decir, la fraccion afectada) se calculd de forma
distinta para cada categoria de muestra:

* Enelcaso delos gemelos monocigéticos, la fraccidn afectada de cada muestra se establecié como 1,0
porque, en esta situacion, la trisomia afecta a ambos gemelos.

* Enelcaso de los gemelos dicigoticos, se asumié que solo uno de los gemelos estaba afectado (es muy
improbable que ambos gemelos dicigdticos se vean afectados). Los valores de la fraccidn afectada se
simularon mediante la distribucidn conocida de los cocientes de fraccion fetal segun se determina en
muestras gemelares clinicas de distinto sexo. Se adoptd un enfoque conservador segun el que se asumid
que el gemelo afectado siempre tenia la fraccidn fetal menor de los dos gemelos. Se aplicé un factor de
correccion a las fracciones fetales con menor afeccién promedio en embarazos con trisomia 13 y 18.

* Enelcasodelos gemelos no afectados, la fraccion afectada de cada muestra se establecio en cero.

En el caso de los gemelos afectados por trisomia 18 0 13, se redujo la fraccién fetal correspondiente a la
fraccién afectada de la muestra. Dicha reduccidn fue proporcional a la reduccién promedio de la fraccién fetal
observada en los datos clinicos en embarazos de un Unico embridn con trisomia 18 o0 13 frente a embarazos de
un Unico embridn euploide.

Tanto la fraccion fetal general como la fracciéon afectada de cada muestra simulada se usaron, a continuacion,
para calcular una puntuacion de aneuploidia mediante el algoritmo estandar de VeriSeq NIPT Solution v2. La
sensibilidad se calculé determinando la frecuencia con la que las puntuaciones de aneuploidia para los gemelos
afectados simulados eran superiores al correspondiente valor de corte de aneuploidia. De manera analoga, para
calcular la especificidad se determind la frecuencia con la que las puntuaciones de aneuploidia para los
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gemelos no afectados simulados era inferior al correspondiente umbral de corte de aneuploidia (Tabla 18). Se
estimaron intervalos de confianza del 95 % segun el nimero de muestras gemelares clinicas reales del conjunto
de datos original, que se clasificaron como afectados o no afectados por la trisomia en cuestién.

Para estimar la sensibilidad del cromosoma Y en muestras gemelares, se simularon conjuntos de gemelos e
XY/XY y XX/XY. Se tomd un promedio ponderado que representara su prevalencia en la poblacién para el uso
previsto (1 XY/XY: 1 XX/XY). Para estimar la especificidad del cromosoma Y en gemelos, se simuld un conjunto
de gemelos de XX/XX. Los valores de fraccidn fetal total se simularon de acuerdo con la distribucién conocida
de la fraccién fetal en muestras gemelares clinicas.

En el caso de los gemelos de XY/XY y XX/XY, se estimaron las puntuaciones de cromosoma Y correspondientes
usando la relacién conocida entre la fraccion fetal y las puntuaciones de cromosoma Y en muestras clinicas de
un Unico embridn clasificadas como masculinas. En el caso de los gemelos de XX/XY solo, se simularon los
valores de la fraccion fetal afectada (es decir, masculina) usando la distribucidon conocida de los cocientes de
fraccion fetal observados entre gemelos del mismo embarazo, segun determinan las muestras gemelares
clinicas de distinto sexo. Se adoptd un enfoque conservador segun el que se seleccioné la fraccidn afectada de
forma que correspondiera a la menor de entre los dos gemelos. Para cada muestra simulada de XX/XY, se
multiplicd la puntuacion de cromosoma Y por la fraccién afectada.

En el caso de los gemelos de XX/XX, las puntuaciones de cromosoma Y se tomaron a partir de las puntuaciones
observadas en muestras clinicas de embarazo de un Unico embridn clasificadas como femeninas. La
puntuacion de cromosoma Y y la fraccion fetal general se usaron, a continuacion, para clasificar cada muestra
simulada segun la presencia o ausencia del cromosoma Y, mediante el algoritmo estandar de VeriSeq NIPT
Solution v2.

La sensibilidad se calculd determinando la frecuencia con la que los gemelos simulados de XY/XY o XX/XY se
clasificaban correctamente como con presencia del cromosoma Y. La sensibilidad se calculé determinando la
frecuencia con la que los gemelos simulados de XX/XX se clasificaban correctamente como con ausencia del
cromosoma Y. Se estimaron intervalos de confianza del 95 % segun el nimero de muestras gemelares clinicas
reales del conjunto de datos original que se clasificaron como con presencia del cromosoma Y o con ausencia
del cromosoma'y.

Tabla 18 Estimaciones para trisomia del 21, 18 y 13 en poblacién simulada de embarazos gemelares
Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 Presenciade Y
Sensibilidad 96,4 % 957 % 93,6 % >99,9 %
IC del 95 % bilateral (86,4 %, 98,9 %) (68,3 %, 99,4 %) (64,1%,98,9 %) (99,9 %, >99,9 %)

Especificidad 99,9 % >99,9 % >99,9 % >99,9 %
IC del 95 % bilateral (99,8 %, >99,9 %) (99,9 %, >99,9 %) (99,9 %, >99,9 %) (99,7 %, >99,9 %)

La Tabla 18 proporciona las estimaciones puntuales y los intervalos de confianza estimados del 95 % para la
sensibilidad y la especificidad de VeriSeq NIPT Solution v2 para detectar la trisomia del 21,18 y 13 y la
presencia de Y en una poblacion simulada de embarazos gemelares compatible con la poblacién para el uso
indicado. Los intervalos de confianza se estimaron segun el niUmero de muestras gemelares clinicas que
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superaron el CC clasificadas como afectadas o no afectadas por la trisomia correspondiente. El cdlculo de
sensibilidad asume que dos tercios de los embarazos gemelares afectados son dicigéticos con un gemelo
afectado, mientras que un tercio de los embarazos gemelares afectados son monocigéticos con ambos
gemelos afectados.

Las estimaciones que figuran en la Tabla 18 corresponden solo a embarazos gemelares. Debido a que su
prevalencia es aln menor, los datos de embarazos multiples de orden superior (trillizos 0 mas) eran
insuficientes para establecer modelos estadisticos adecuados para estimar la precision de la deteccién de la
aneuploidia.

Rendimiento analitico
Precision

Para evaluar y cuantificar la precision del ensayo, se llevd a cabo un nuevo analisis de los datos mediante el
software de procesos de analisis de VeriSeq NIPT Solution v2, a partir de dos estudios previos con
VeriSeq NIPT Solution:

* Un estudio de reproducibilidad descentralizado, que incluyd tres experimentos realizados por tres
operadores en tres centros usando un Unico lote de reactivos para un total de nueve experimentos.

* Un estudio de precisién dentro de un mismo laboratorio, que incluyd 12 experimentos en un Unico centro
usando dos plataformas ML STAR, dos sistemas de instrumento de secuenciacién y tres lotes de reactivos
de secuenciacion.

El objetivo del estudio de precisidn era cuantificar la precision del ensayo respecto a la trisomia 21 (T21) y al
cromosoma Y, asi como estimar la variabilidad entre distintos instrumentos, kits de preparacion de librerias y
lotes de reactivos de secuenciacion.

Se cred un grupo de T21 con el 5 % de fraccidn fetal mediante la combinacion de ADN extracelular circulante
extraido de plasma materno de embarazadas (con feto afectado por T21) y ADN extracelular circulante extraido
del plasma de mujeres no embarazadas. También se cred un grupo de ADN extracelular circulante materno de
feto masculino (XY) con el 10 % de fraccidn fetal. El panel de muestras para cada estudio y para cada
experimento incluyd 4 réplicas del grupo de muestras afectadas por T21 con el 5 % de fraccion fetal y 20
réplicas del grupo de ADN extracelular circulante materno de feto masculino con el 10 % de fraccién fetal. Se
realizaron pruebas durante 10 dias con un total de 21 experimentos en los dos estudios combinados.

Para la evaluacion, se eligieron la deteccidn de la T21y la presencia del cromosoma Y por la representatividad
de las afecciones clinicas y la complejidad de la deteccién de la anomalia. Puesto que se trata del autosoma
humano mas pequefio, el tamafio del cromosoma 21 tiene un impacto directo sobre la sensibilidad de la
deteccion de la T21, especialmente con valores bajos de fraccion fetal, como los utilizados en este estudio. El
cromosoma Y, como se presenta en el plasma materno, es en origen exclusivamente fetal y, por lo tanto, mas
facil de detectar en el ensayo.
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Las desviaciones media y estandar observadas para la puntuacién del LLR del cromosoma 21y los valores
cromosomicos normalizados (NCV, Normalized Chromosomal Values) del cromosoma Y mostraron que la
desviacion estandar (SD, Standard Deviation) de réplica fue la mayor fuente de variabilidad. La variacién entre
centros, instrumentos y lotes de reactivos afiadié una variabilidad despreciable, como evidencia la diferencia
entre SD total y SD de réplica que figuran en la Tabla 19 y la Tabla 20.

Tabla 19 Resumen de desviacion estandar (SD) de respuesta de secuenciacion en estudio descentralizado
(reproducibilidad)
SD de Total de SD de

Respuesta N Media , -
replica reproducibilidad*

Puntuacion del cociente de verosimilitud logaritmica 36 34,43 11,36 11,36

(LLR) del cromosoma 21

Valores cromosomicos normalizados (NCV) del 180 190,56 7,96 10,20

cromosoma'Y

*E| total incluye la variabilidad debida al centro, al operador, al experimento, al diay a la réplica.

Tabla 20 Resumen de precision de respuesta de secuenciacion en un mismo laboratorio

SD de SD total en un mismo

Respuesta N Media o .
P réplica laboratorio*

Puntuacion del cociente de verosimilitud logaritmica 48 36,01 9,07 10,25
(LLR) del cromosoma 21

Valores cromosémicos normalizados (NCV) del 240 198,68 7,63 7,82
cromosoma Y

*E| total incluye la variabilidad debida al instrumento de secuenciacidn, al lote de reactivos, al operador, al experimento, al

diay alaréplica.
Se llevé a cabo un estudio adicional para comparar la precision de secuenciacion de VeriSeq NIPT Solution v2
(desviacidn estandar total) usando la version 2.0 de una celda de flujo en comparacion con la versién 2.5. El
estudio incluyé dos tipos de celdas de flujo (v2.0 y v2.5), tres lotes de kits de secuenciacioén, cuatro sistemas de
instrumentos y dos experimentos de secuenciacién por combinacidn para un total de 48 experimentos en un
Unico centro. Se prepard un grupo de secuenciacion para placas de ADN extracelular circulante preparadas
manualmente. El panel de muestras incluyd 4 réplicas del grupo de muestras afectadas por T21 con el 5 % de
fraccion fetal y 20 réplicas del grupo de ADN extracelular circulante materno de feto XY (masculino) con el 10 %
de fraccion fetal. Los resultados del estudio se presentan en la Tabla 21y confirman que no hay diferencias en
lo tocante a precisidn de la secuenciacion si se usan celdas de flujo v2.0 o celdas de flujo v2.5.
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Tabla 21 Resumen de precision de la respuesta de secuenciacion en celdas de flujo v2.0 frente a celdas de
flujo v2.5

3 Total de Total de
Numero de . e .
Respuesta observaciones desviacion desviacion Resultado
P L, estandar (SD) estandar (SD) estadistico**
por version
de v2.0* de v2.5*
Puntuacion del cociente de 96 9,56 8,44 Significacion
verosimilitud logaritmica (LLR) estadistica
del cromosoma 21 (valor de
p=0,25)
Valores cromosomicos 480 7,74 7,38 Significacion
normalizados (NCV) del estadistica
cromosoma'Y (valor de
p=0,38)

*E| total incluye la variabilidad debida al instrumento de secuenciacidn, al lote de reactivos, al experimento, al diay ala
réplica.
**Basado en prueba F para igualdad de varianzas (cuadrado de la desviacién estandar).

Contaminacion cruzada

Se evalud la contaminacién cruzada en el flujo de trabajo de preparacién de muestras de VeriSeq NIPT Solution.
Se analizaron grupos de plasma de mujeres no embarazadas (XX) y hombres adultos (XY) en un patrén de
damero con el formato de placas de 96 pocillos en 4 placas. N = 48 cada una para muestras de mujeres y
hombres por placa, para un total de 192 muestras femeninas y 192 muestras masculinas. Ninguna de las
muestras femeninas mostré una cobertura de cromosoma Y que fuera estadisticamente superior a la del
contexto estimado, lo que indica una ausencia de contaminacion cruzada de muestras masculinas dentro de la
misma placa. No se observd contaminacion cruzada detectable en VeriSeq NIPT Solution.

Sustancias potencialmente interferentes

Mediante VeriSeq NIPT Solution se evalué el efecto de sustancias potencialmente interferentes, analizando el
rendimiento del ensayo en presencia de dichas sustancias.

Se introdujo albumina, bilirrubina, hemoglobina y triglicéridos (endégenos) en los grupos de plasma materno de
embarazos de feto femenino (XX) no afectados. Se analizaron con dos concentraciones por cada sustancia de
prueba (n=16 para cada una). No se observaron interferencias en el rendimiento del ensayo.

Tabla 22 Sustancias potencialmente interferentes (enddgenas)

Sustancia de Concentracion de prueba baja Concentracion de prueba elevada

prueba (mg/ml) (mg/ml)

Albumina 35 50
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Sustancia de Concentracion de prueba baja Concentracion de prueba elevada
prueba (mg/ml) (mg/ml)

Bilirrubina 0,01 0,15

Hemoglobina 100 200

Triglicéridos 1,5 5

EI ADN gendmico (ADNg) materno presente de manera natural en el plasma también puede interferir
potencialmente en el rendimiento del ensayo, ya que se puede extraer junto con el ADN extracelular circulante
fetal. Se afiadieron niveles de ADN gendmico de 1,6 ng, 3,3 ngy 4,9 ng por muestra (que se corresponden con
una desviacién estandar de 1, 2 y 3 sobre la media prevista de concentracidn de ADN gendmico tras 7 dias de
almacenamiento de sangre completa '?) al ADN sin células extraido del plasma materno de embarazos
femeninos (feto XX) no afectados. A continuacion, las muestras se analizaron en VeriSeq NIPT Solution (n=16
para cada concentracion). No se observaron interferencias en el rendimiento del ensayo en presencia de
niveles elevados de ADN gendmico.

Se analizaron veinte medicamentos potencialmente interferentes (exdgenos) que se toman o recetan
habitualmente durante el embarazo conforme a EP7-A2 (Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved
Guideline; 2.2 edicién). Los 20 medicamentos potencialmente interferentes se combinaron en cuatro grupos, se
introdujeron en el plasma materno de embarazos femeninos (feto XX) no afectados y se probaron

en VeriSeq NIPT Solution (n = 16 para cada grupo). No se observé interferencia en el rendimiento del ensayo en
presencia estas sustancias exdgenas.

Tabla 23 Sustancias potencialmente interferentes (exdgenas)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Paracetamol Difenhidramina Salbutamol Cetirizina
Acetilcisteina Eritromicina Bupropidn Dextrometorfano
Bisoprolol Guaifenesina Cafeina Acido L-ascérbico
Citalopram Heparina Sertralina Metoprolol
Desloratadina Lidocaina Fluoruro de sodio Nadolol

Limite de deteccidn

El limite de deteccién (LOD, Limit Of Detection) se define como el nivel de fraccién fetal que corresponde a la
probabilidad de deteccidon del 95 % de una afeccidén de interés, como la T21. Para evaluar el LOD de VeriSeq
NIPT Solution v2 para distintas afecciones comunes, se han realizado varios estudios y analisis estadisticos.

La probabilidad de detectar una afeccién de interés en una muestra afectada procesada mediante VeriSeq
NIPT Solution v2 depende fundamentalmente de tres factores:

* lafraccion fetal
* laprofundidad de secuenciacién

* eltamafoy la complejidad de la regiéon genémica de interés.
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Si se asume una profundidad de secuenciacidon constante, es mas facil detectar una aberracion determinada en
muestras que tengan un porcentaje de fraccidn fetal mayor que en muestras que tengan un porcentaje de
fraccidn fetal menor. Y viceversa: si se asume una fraccion fetal constante, es mas facil detectar una aberracion
determinada en muestras que tengan una profundidad de secuenciacién mayor que en muestras que tengan
una profundidad de secuenciacién menor. Por Ultimo, es mas dificil detectar aberraciones en regiones
gendmicas mas pequefias 0 mas complejas que en regiones genémicas mas grandes o0 menos complejas, si se
asumen una fraccion fetal y una profundidad de secuenciacién constantes.

Para determinar el LOD para la deteccién de la T21, se analizaron muestras que incluian mezclas de muestras
con T21 agrupadas y muestras no afectadas agrupadas. Los dos tipos de analitos se mezclaron en series de
valoracion para crear un conjunto de siete niveles de fraccion fetal (0 %,2 %, 3 %,4 %,5 %, 6 % y 10 %). Cada
nivel se representé mediante un total de 10 réplicas.

Para aumentar adicionalmente la resolucion de la cuadricula de fraccion fetal para el andlisis del LOD, a los
datos de este estudio se han afiadido datos obtenidos a partir de una dilucién por ordenador. Los efectos de la
dilucién y valoracién experimentales se simularon mediante una mezcla controlada de datos de secuenciacion.
Los datos de esta valoracion por ordenador cubrian un conjunto de 14 niveles de fraccion fetal (1,25 %, 1,50 %,
1,75 %, 2,00 %, 2,25 %, 2,50 %, 2,75 %, 3,00 %, 3,25 %, 3,50 %, 3,75 %, 4,00 %, 4,25 % y 4,50 %) con 32 réplicas
para cada nivel. Se aplico un analisis probit a los datos resultantes para determinar el LOD para T21.

De manera independiente, se desarrolld un modelo estadistico para predecir, mediante fracciones fetales,
profundidad de secuenciacion y tamafio/complejidad gendmica, la probabilidad de deteccidn de cualquier
aberracion en cualquier muestra. Se establecio dicho modelo a partir de los datos correspondientes a un
conjunto de 1405 muestras de XY. Se determiné que el LOD para T21, segun predecia dicho modelo,
concordaba con la estimacion basada en probit descrita anteriormente. Se usé este modelo estadistico para
estimar los valores del LOD para aneuploidias en todos los autosomas y para deleciones y duplicaciones
parciales.

La Figura 2 muestra la probabilidad de deteccién del 95 % para regiones promedio por tamafio y los limites
autosémicos de la deteccién de todas las trisomias y monosomias.
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Figura 2 Probabilidades de deteccién del 95 % para regiones promedio por tamafio, para
VeriSeq NIPT Solution v2

Los simbolos muestran el limite autosémico de deteccién para trisomias Los simbolos muestran el limite autosémico de deteccion para monosomias
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Solucion de problemas

Solucion de problemas para VeriSeq NIPT Solution v2

. Resultado
Tipo de fallo )
posible
Entrada Error de CC de

insuficiente de  muestra
plasma

Fallo de tubo Sin separacion
de sangre de sangre en
capas

Interpretacion

Volumen de
plasma
insuficiente.

Muestra no
centrifugada.

Transporte o
almacenamiento
incorrecto dela
muestra
(hemdlisis de la
muestra).

Accidon recomendada

Vuelva a extraer la muestra.

Asegurese de que se inicid
el centrifugado y de que el
tubo se centrifugd con la
fuerza correcta. Vuelva a
extraer la muestra.

Vuelva a extraer la muestra.

Comentarios

Segun inspeccidn visual de volumen
de plasma.

Las muestras congeladas no se
separan.

Un transporte o almacenamiento
incorrectos pueden provocar la
hemdlisis de las muestras.
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Tipo de fallo

Obstruccion
en la muestra
o flujo lento

Resultado
posible

Contaminacion
del plasma

Desbordamiento
de muestra

Fallo de
hardware

Interpretacion

Las muestras
individuales
pueden obstruir
la placa de unién
si hay
contaminacién
suficiente enla
muestra de
plasma.

Inspeccion visual
inadecuada de
cada tubo para
determinar la
idoneidad de la
muestra.
Digestion
inadecuada del
material durante
la extraccion.

Accidn recomendada

Inspeccione la muestra. Si
el plasma que queda en el
tubo es de colorrojo o
lechoso, cancele la muestra
y solicite una nueva
extraccion. Si el aspecto de
la muestra es normal, repita
la prueba de la muestra.

Invalidar las muestras de
pocillos cercanos afectados
por el desbordamiento.

Repita la prueba de la
muestra. Si el problema
persiste en otros pocillos
con otras muestras,
pdngase en contacto con el
servicio de asistencia
técnica de lllumina.

Comentarios

Puede indicar unas condiciones de
transporte o conservacion
incorrectas de la muestra antes del
procesamiento. Las muestras no
aptas deben descartarse del
procesamiento.
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Tipo de fallo

Error de CC de
andlisis de
muestra
individual

Resultado
posible

Error de CC de
secuenciacion

Recuento bajo de
FF (fraccion fetal)

o sitios no

excluidos (NES,

non-excluded
sites)

Interpretacion

Posibles causas:

Material
genético
insuficiente
Error de
transferencia
durante la
manipulacién
de la muestra
Fallo del
reactivo de
secuenciacion

No se han
generado datos
suficientes para
elaborar un
informe preciso.

Accidn recomendada

Compruebe la anotacion de
la muestra. Compruebe si
ha habido un rendimiento
similar en muestras
anteriores con posiciones
de placa relacionadas.
Repita la prueba de la
muestra.

Repita la prueba del plasma.

Comentarios

Indica una entrada de muestras
insuficiente o un error de
transferencia de ML STAR. El material
genético insuficiente puede deberse
a la escasez de ADN sin células en el
plasma o a que el ADN con células
provoque una dilucién de la muestra
excesiva para la secuenciacién.
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Tipo de fallo

Error de CC de
cuantificacion

Error de
agrupacion

Resultado
posible

Error de
ejecucién de la
cuantificacién.
Mediana del lote
inferior al minimo

Error de
ejecucion de la
cuantificacion

Error al realizar la
agrupacion de la
muestra

Interpretacion

Rendimiento del
proceso
insuficiente.

Fallo de curva
estandar.

El analisis de
agrupacion no
puede calcular
los volumenes
correctos de los
grupos.

Accidn recomendada

Repita la cuantificacion.

Si la repeticion da error,
pdngase en contacto con el
servicio de asistencia
técnica de lllumina.

Repita la cuantificacion.

Si la repeticién da error,
pdngase en contacto con el
servicio de asistencia
técnica de lllumina.

Evalle de nuevo la
concentracion del grupo
objetivo y realice de nuevo

el analisis de agrupamiento.

Comentarios

Los criterios de medicién que no
superan la curva estandar indican
problemas con la preparacion de
librerias (es decir, uso de etanol no
adecuado para biologia molecular) o
problemas con el proceso de
cuantificacién.
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Solucion de problemas de VeriSeq NIPT Microlab STAR

Paso del
proceso

Creacioén de
lotes

Creacién de
lotes

Creacién de
lotes

Creacidén de
lotes

Cadigo
de error
EM0044

EMO0051

EMO0076

EMO0118

Cuadro de

dialogo de error

EIID de lote
introducido
contiene
caracteres no
permitidos.

ElID de lote
superalos 36
caracteres.

No es posible
conectar con el
VeriSeq Onsite
Server v2.

Este lote ha
fallado y no se
puede seguir
procesando.

Descripcion

VeriSeq NIPT Solution v2 solo
admite numeros, letras,
guiones y guiones bajos en
los campos de datos.

La VeriSeq NIPT Solution v2
tiene un limite de 36
caracteres para los nombres
de lote.

El VeriSeq Onsite Server v2
no responde a las solicitudes
de datos de Workflow
Manager.

El lote especificado ha fallado
y no se puede seguir
procesando.

Solucion

Cambie el nombre del lote con un nombre que
no contenga caracteres especiales.

Cambie el nombre del lote con un nombre de
menos de 36 caracteres.

1. Asegurese de que ML STAR esta conectado
alared.

2. Asegurese de que VeriSeq Onsite Server v2
esta encendido.

3. Compruebe que ML STAR se puede
conectar al VeriSeq Onsite Server v2
(mediante solicitud de ping).

4. Compruebe la botella de residuos de vacio.
Si la botella de residuos esta por encima de la
mitad de su capacidad, vaciela.

5. Silos pasos anteriores no resuelven el
problema, pdngase en contacto con el servicio
de asistencia técnica de lllumina.

El registro del lote del VeriSeq Onsite Server
v2 indica que el lote seleccionado ha fallado.
No se puede seguir procesando. Cree otro lote
con las muestras requeridas.
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Paso del
proceso

Creacioén de
lotes

Aislamiento
del plasma

Aislamiento
del plasma

Carga de
placas

Cadigo
de error

No
aplicable

WP0087

EP0102

No
aplicable

Cuadro de
dialogo de error

Este lote ya ha
completado el
procesamiento.
¢Quiere volver a
crear un grupo?

Se han cargado
codigos de
barras de
muestras por
duplicado.

Las muestras
especificadas en
la hoja de
muestras no se
han cargado.

Error de mascara
de codigo de
barras Venus.

Descripcion

El lote indicado se ha
procesado mediante
agrupacion. El tnico
procesamiento permitido es
volver a crear un grupo.

En el sistema hay cargadas
muestras con codigos de
barras idénticos.

Hay muestras incluidas en la
hoja de muestras que no se
han incluido en los cddigos
de barras cargados.

Workflow Manager se
encarga de aplicar la
asociacion correcta entre
placay lote mediante
mascaras de codigo de
barras Venus.

Solucion

Vuelva a crear un grupo, de la manera

siguiente.

o Seleccione Re-Pool (Volver a crear un
grupo).

o Anule el método y asegurese de que el
nombre de lote es correcto antes de volver
a crear un grupo.

1. Siga las indicaciones de Workflow Manager
para identificar las muestras duplicadas.

2. Quite los duplicados y cambie las etiquetas
o sustittyalas.

3. Vuelva a cargar las muestras.

1. Siga las indicaciones de Workflow Manager

para identificar las muestras que faltan.

2. Complete una de las opciones siguientes:

» Afada las muestras que faltan al lote y
vuelva a cargarlas.

« Anule el método y modifique la hoja de
muestras segun corresponda. Reinicie el
método.

1. Compruebe la ubicacion de las placas para
confirmar que su disposicidn sea correcta.

2. Asegurese de que la placa cargada es la
correcta para el lote indicado.
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Paso del
proceso

Extraccion
del ADN sin
células

Extraccion
del ADN sin
células

Cadigo
de error
WEO0150

WEO0153

Cuadro de
dialogo de error

La presién dela
camara de vacio
es demasiado
baja.

La presién de la
camara de vacio
es demasiado
alta.

Descripcion

Workflow Manager no
continuara si el sensor de
presion de la linea de vacio
en reposo es inferior a

400 torr.

Sila presién de la cdmara de
vacio es demasiado alta
antes de iniciar el control de
presion, puede que haya
algun fallo en el sistema.

Solucion

1. Compruebe si la linea de vacio estd
retorcida u obstruida.

2. Abra las pinzas de desconexion del
conducto de residuos, deje que se reduzcala
presion y cierre de nuevo las pinzas.

3. Asegurese de que el controlador de vacio y
la bomba estén encendidos.

4. Si el problema no se resuelve, péngase en
contacto con el servicio de asistencia técnica
de lllumina.

Revise si en la parte trasera del controlador
estan bien colocados todos los conductos de
vacio y todas las conexiones.
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Paso del
proceso

Extraccion
del ADN sin
células

Cadigo
de error
WE0996

Cuadro de
dialogo de error

Junta de vacio
errénea.

Descripcion

Debe solucionarse el
problema de sellado para
poder continuar.

Solucion

Verifique que se ha resuelto el fallo de sellado
antes de seleccionar OK (Aceptar).

1. Compruebe que la placa de unién se ha
lavado en el distribuidor de vacio. Péngase un
guante y presione la placa de unién con
fuerza.

2. Escuche el ruido del vacio y observe el flujo
de agua que atraviesa la placa de unién.

3. Abra la vista de rastreo en Workflow
Manager. Cuando la lectura real de la presion
alcance las 50 unidades de presion por debajo
de la lectura ambiental, seleccione OK
(Aceptar) para continuar con la extraccién de
ADN sin células.

4. Sila lectura de presion requerida no se
alcanza durante el tiempo asignado,
seleccione OK (Aceptar) para continuar con la
primera carga de lisado.

5. Pause el método después de que el lisado
se haya dispensado en la placa de union.
Vuelva a colocarlo y presione la placa de unién
con fuerza.

6. Si el lisado no fluye a través de la placa,
escriba un correo electrénico al servicio de
asistencia técnica de lllumina.
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Paso del
proceso

Extraccion
del ADN sin
células

Extraccion
del ADN sin
células

Extraccion
del ADN sin
células

Cadigo
de error
WMO0219

EE0477

EE0519

Cuadro de
dialogo de error

Si el vacio estd
activado,
detengala
bomba
manualmente.

Se ha producido
un error durante
el
desplazamiento
de una placa.
(Error de iISWAP)

Los codigos de
barras
escaneados no
coinciden con el
cédigo de barras
de unidn
registrado.

Descripcion

El vacio puede permanecer
activo tras anular un método
durante la extraccion.

Si se detecta un error de
iISWAP (se ha caido la placa,
no se ha podido recoger,
etc.), el sistema le indicara
que termine de mover la
placa manualmente.

La placa de unién cargada no
coincide con el cédigo de
barras de la placa quitada.

Solucion

1. En el controlador de vacio, pulse el botén de
encendido para apagar el vacio.

2. Espere 10 segundos y pulse de nuevo el
botdn de encendido para encender el vacio.

Aseglrese de que la placa se puede recuperar

(no se ha derramado material).

e Sino se puede recuperar la placa, anule el
experimento.

o Sise puede recuperar la placa, siga las
instrucciones mostradas para realizar la
transferencia de la placa manualmente.

Asegurese de que la placa que esta en
proceso de carga coincide con el codigo de
barras registrado (consulte el registro de
rastreo para comprobar el cédigo de barras
previsto).
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Paso del
proceso

API

Cadigo
de error
EA0372

EAO0774

EA0780

Cuadro de
dialogo de error

No es posible
conectar con el
servidor de
datos.

Error de
conexion.

No se ha podido
validar la
conexion con el
servidor de la
API.

403: solicitud no
valida

La transaccion
actual no es
valida.

Descripcion

El VeriSeq Onsite Server v2
no responde a las solicitudes
de datos de Workflow
Manager.

El VeriSeq Onsite Server v2
ha dejado de responder a las
solicitudes de datos de
Workflow Manager.

Los datos enviados no
cumplen la légica del flujo de
trabajo del sistema.

Solucion

1. Asegurese de que ML STAR esta conectado
alared.

2. Asegurese de que VeriSeq Onsite Server v2
esta encendido.

3. Compruebe que ML STAR se puede
conectar al VeriSeq Onsite Server v2
(mediante solicitud de ping).

Compruebe lo siguiente:

1. Asegurese de que ML STAR esta conectado
alared.

2. Compruebe que ML STAR se puede
conectar al VeriSeq Onsite Server v2
(mediante solicitud de ping).

2. Asegurese de que el VeriSeq Onsite Server
v2 estd encendido.

Consulte los detalles del error para obtener
mas informacion. Este error suele deberse a
un exceso de caracteres o al uso de
caracteres no permitidos.
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1000000078751 v08 2022
N.° de documento Mayo de
1000000078751 v07 2022

N.° de documento 1000000078751 vO8 ESP
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Descripcion del cambio

Se ha actualizado el nimero de referencia del flujo de trabajo
Se ha eliminado la instruccidén de pipetear para mezclar si la
placa de libreria estaba congelada.

Limitaciones de division del procedimiento en la generacién de
informes de VeriSeq NIPT Solution v2 e inclusion de las dos
primeras vifietas. Resto del texto en un nuevo encabezado
Limitaciones del ensayo.

Eliminado

» VeriSeq de todas las etiquetas de los reactivos.

» Coloque un codigo de barras de placa en la placa adaptadora
VeriSeq NIPT en Preparacion de librerias.

Afadido

» Eltérmino "certificada" al agua sin ARNasa ni ADNasa.

» Uno de los lectores de microplacas siguientes, o equivalente
y SpectraMax M2, M3, M4, M5, y nota.

e Enlasecciéon VeriSeq NIPT Microlab STAR para explicar como
proceder durante un evento de manejo de errores.

» Una nota sobre la inspeccidn visual de los pocillos.

« Instrucciones para lotes de 24 y 48 muestras en todas las
secciones del protocolo.

» Pasos para el momento de utilizar la placa adaptadora violeta,
o equivalente.

» Se ha modificado la terminologia de la seccién Demografia y
caracteristicas del embarazo para incluir los resultados del
primer trimestre del embarazo.

» Se ha afiadido una vifieta en las especificaciones de la placa
de pocillos profundos para incluir la resistencia a la torsién.

Actualizado
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Documento Fecha Descripcion del cambio

o Terminologia para nombres de lote exclusivos para mayor
claridad e inclusion de un ejemplo.

» Simbolos y formatos para Notas, Precauciones y
Advertencias.

o Subvifietas de resultados de ensayo.

» De tiocianato de guanidina a clorhidrato de guanidina.

» De CVS a BVS (Basic Vacuum System, sistema de vacio
basico).

« Terminologia para usar la pantalla de Genoma completo y la
puntuacién de LLR.

» Especif.: especif. cubeta de reactivos, placas de pocillos
profundos, placas de 384 pocillos, placas de 96 pocillos.

N.° de documento Agosto de Se ha modificado la direccidn del representante autorizado en
1000000078751 v06 2021 la UE.
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Documento Fecha Descripcion del cambio
N.° de documento Diciembre de Se han actualizado las secciones Principios de procedimiento,
1000000078751 v0S 2020 Advertencias y precauciones y Etiquetado de productos con

aclaraciones adicionales para cumplir los requisitos normativos.
Se han hecho actualizaciones menores en el contenido del
protocolo para adaptarlo al estilo y la organizacién actuales de
lllumina.

Se ha corregido la descripciéon del cromosoma 21 de "segundo
autosoma humano mas pequefio" a "autosoma humano mas
pequefo" en el apartado Precision de la seccion Rendimiento
analitico.

Se han afladido enunciados de precaucion para abordar el uso
inadecuado de los depdsitos y el riesgo de amalgamacién de
muestras en el apartado Preparacion de la seccion Aislamiento
de plasma y en la seccion Interpretacion de resultados.

Se han afiadido nuevos numeros de referencia de servidor y
software para el lanzamiento de un nuevo modelo de servidor y
las actualizaciones del nimero de referencia del software.

Se han afadido precauciones al protocolo, ademas de
informacién sobre la solucion de problemas para abordar y
prevenir los desbordamientos de muestra.

Se han actualizado los ingredientes activos del estandar de
cuantificacién de ADN de la caja de accesorios para que
coincida con la hoja de datos de seguridad.

Se han actualizado las convenciones de nhomenclatura del
modulo VeriSeq NIPT de Local Run Manager por coherencia con
otra documentacion.

Se ha afiadido un historial de revisiones.

N.° de documento Octubre de Correcciones menores.

1000000078751 v04 2020

N.° de documento Septiembre Se ha actualizado la lista de materiales para incluir las
1000000078751 v03 de 2020 especificaciones del material de laboratorio junto con las

opciones compatibles conocidas.
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Documento Fecha Descripcion del cambio
N.° de documento Febrero de Se ha actualizado la presentacién de la informacion de
1000000078751 v02 2020 Resultados clinicos para transmitir mejor las diferencias entre

los cribados basicos y del genoma completo.

Se ha afiadido la seccién Diferencias en el rendimiento de los
cribados basicos y del genoma completo

Se ha eliminado informacién contradictoria sobre la naturaleza
opcional del informe adicional de la seccidn Principios de
procedimiento.

Se ha actualizado la convencion de nomenclatura del software
VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 en todo el documento para
lograr una coherencia estilistica.

Se ha actualizado el etiquetado de las direcciones de Australia
e lllumina Netherlands para reflejar los cambios recientes.

N.° de documento Agosto de Se ha eliminado un paso duplicado en Extraccién de ADN sin
1000000078751 vO1 2019 células a causa de un error en el software de edicion.
N.° de documento Mayo de Publicacion inicial.
1000000078751 v00 2019
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Patentes y marcas comerciales

Este documento y su contenido son propiedad de Illlumina, 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 utilizardn ni distribuirdn con ningun otro fin ni tampoco se comunicaran, divulgaran ni reproducirédn 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.

SINO 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 AQUI DESCRITOS (INCLUIDAS
LAS PIEZAS O EL SOFTWARE).

© 2022 lllumina, Inc. Todos los 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.

Informacion de contacto

ul C€

lllumina 2797
5200 lllumina Way IVD Patrocinador australiano
San Diego, California 92122 (EE. UU.) lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+ 1858 202 4566 (fuera de Norteamérica) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

. . lllumina Netherlands B.V. .
www.illumina.com Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Paises Bajos

Etiquetado de productos

Para obtener una informacion detallada sobre los simbolos que aparecen en las etiquetas o en el embalaje del
producto, consulte la leyenda que se ofrece en support.illumina.com en la ficha Documentation
(Documentacion) del kit.

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
(0081627002NIPTRP).
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