Prospectul MiSegDx Reagent Kit v3

MiSeq® Dx Reagent Kit v3

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO

Utilizarea preconizata

lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 este un set de reactivi si consumabile destinat secventierii bibliotecilor
de probe in conditiile utilizarii cu teste validate. MiSeqDx Reagent Kit v3 este destinat utilizarii impreuna
cu Instrument MiSeqDx si software-ul de analiza.

Principiile procedurii

Ca date introduse, MiSeqDx Reagent Kit v3 foloseste biblioteci pregatite din ADN, unde indexurile de
probe si secventele de captura sunt adaugate la tintele . Bibliotecile de probe sunt capturate intr-o
celula de flux si secventiate pe instrument utilizand secventiere prin chimie de sinteza (SBS). Chimia
SBS foloseste o metoda cu terminator reversibil pentru a detecta bazele mononucleotidice etichetate
fluorescent, pe masura ce acestea sunt incorporate in catenele de ADN in crestere.

Pentru instructiuni privind efectuarea secventierii pe Instrument MiSeqDx, consultati prospectul
instrumentului MiSegDx pentru regiunea si versiunea software-ului instrumentului.

Limitarile procedurii

* Ase utiliza la diagnosticarea in vitro.

* Limitarile descrise In acest prospect se bazeaza pe analize si module software reprezentative,
inclusiv modulele Germline Variant si Somatic Variant Local Run Manager, care au fost dezvoltate in
scopul evaludrii performantei cu analize reprezentative.

*  Citiri care contin insertii, deletii sau combinatii ale acestora (indele).

Continutul cu lungimea > 25 bp nu este aliniat cu software-ul analizei. Prin urmare, indelii cu
lungimea > 25 bp nu pot fi detectati de software-ul de testare.

* Sistemul a fost validat pentru detectarea variantelor mononucleotidice (SNV) si a deletiilor de pana
la 25 bp si a insertiilor de 24 bp atunci cand este utilizat cu software-ul modulului Variant germinativ
si somatic. Pentru definire somatica, la o frecventa varianta de 0,05, au fost detectate deletii de 25
bp si insertii de 18 bp.
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* Este posibil ca software-ul de testare sa nu alinieze citirile de ampliconi cu continut de variante
extrem, conducand la raportarea regiunii ca fiind de tip salbatic. Un astfel de continut extrem
include:

— Citiri care contin mai mult de trei indeli

— Citirile cu lungimi de cel putin 30 bp cu SNV > 4% din lungimea totala a ampliconului tinta
(excluzénd regiunile sondei)

— Citirile cu lungimi < 30 bp cu un continut SNV > 10% din lungimea totala a ampliconului
(incluzand regiunile sondei)

* Variantele mari, incluzand variantele de multi-nucleotide (MNV-uri) si indelii mari, pot fi raportate
sub forma de variante separate mai miciin fisierul cu rezultate VCF.

* Variantele pentru deletie pot fi filtrate sau omise atunci cand se lucreaza pe doi ampliconi alaturati
daca lungimea deletiei este mai mare sau egala cu suprapunerea intre ampliconii alaturati.

* Sistemul nu poate detecta indelii daca acestia sunt direct adiacenti unei amorse si nu exista niciun
amplicon care sa se suprapuna. Pentru regiunile cu ampliconi care se suprapun, testarea nu poate
detecta deletiile atunci cand regiunea cu suprapunere este mai mica decat marimea deletiei care
urmeaza a fi detectata. De exemplu, daca regiunea de suprapunere intre doi ampliconi adiacenti
este reprezentatd de doua baze, testarea nu poate detecta nicio deletie care include ambele aceste
baze. O deletie doar a uneia din aceste baze poate fi detectata.

* Lafel cain cazul oricarui flux de lucru de pregatire a unei biblioteci pe baza de hibridizare,
polimorfismele de context, mutatiile, inserarile sau stergerile in regiunile de legare a
oligonucleotidelor pot afecta alelele analizate si, prin urmare, definirile efectuate in cursul
secventierii. De exemplu:

— Este posibil ca o varianta in faza cu o varianta in regiunea amorsei sa nu fie amplificata, avand ca
rezultat o definire fals negativa.

— Variantele din regiunea amorsei pot impiedica amplificarea alelei de referinta, avand ca rezultat
o definire incorecta a variantei homozigote.

— Variantele de indeli in regiunea amorsei pot cauza o definire fals pozitiva la finalizarea citirii
adiacente amorsei.

* Indelii pot fi filtrati din cauza polarizarii catenei daca ei apar langa capatul unei citiri si suferd o
decupare soft in timpul alinierii.

*  MNV-urile mici nu au fost validate si sunt raportate numaiin Somatic Variant Module.

* Deletiile sunt raportate in VCF la coordonata bazei precedente conform formatului VCF. Prin urmare,
luati in considerare variantele adiacente inainte de a raporta ca o definire de baza individuala este o
referinta homozigota.

* Limitari specifice pentru linia germinala:

— Instrumentul MiSeqDx, utilizadnd Local Run Manager Germline Variant Module, este conceput sa
livreze rezultate calitative pentru definirea variantei de linie germinala (de ex., homozigots,
heterozigota, de tip salbatic).
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Cand se utilizeaza cu Germline Variant Module, acoperirea minima per amplicon necesara
pentru o definire corecta a variantei este de 150x. Prin urmare, sunt necesare 150 de fragmente
de ADN de suport, ceea ce este echivalent cu 300 de citiri suprapuse cu secventiere la ambele
capete. Numarul de probe si numarul total de baze vizate afecteaza acoperirea. Continutul de
GC si alt continut genomic pot afecta acoperirea.

Variatia numarului de copii poate afecta identificarea unei variante drept homozigota sau
heterozigota.

Variantele Intr-un anumit context repetitiv sunt eliminate prin filtrare in fisierele VCF. Filtrul
RMxN cu repetare este utilizat pentru a filtra variantele daca intreaga secventa de variante sau o
parte a acesteia este prezenta in mod repetat in genomul de referintd adiacent pozitiei variantei.
Pentru definirea variantei de linie de germeni, sunt necesare cel putin noua repetariin referinta
pentru ca o varianta sa fie filtrata si sunt luate in considerare numai repetarile cu lungimea de
panala 5 bp (R5x9).

* Limitari specifice pentru Somatic:

Instrumentul MiSeqDx, utilizand modulul Local Run Manager Somatic Variant, este conceput sa
livreze rezultate calitative pentru definirea variantei somatice (de ex. prezenta unei variante
somatice cu o frecventa a variantei 2 0,026 cu o limita a detectiei de 0,05).

Cand se utilizeaza cu Somatic Variant Module, acoperirea minima per amplicon necesara pentru
o definire corecta a variantei este de 450x per fond de oligonucleotide. Prin urmare, sunt
necesare 450 de fragmente de ADN de suport per fond de oligonucleotide, ceea ce este
echivalent cu 900 de citiri suprapuse cu secventiere la ambele capete. Numarul de probe si
numarul total de baze vizate afecteaza acoperirea. Continutul de GC si alt continut genomic pot
afecta acoperirea.

Pentru definirea variantei somatice, sunt necesare cel putin sase repetariin referinta pentru ca
varianta sa fie filtrata si sunt luate in considerare numai repetarile cu lungimea de panala 3 bp
(R3x6).

Somatic Variant Module nu poate face diferenta intre variantele de linie germinala si variantele
somatice. Modulul este conceput sa detecteze variante pentru o gama de frecvente de variante,
dar frecventa variantei nu poate fi utilizatd pentru a diferentia variantele somatice de variantele
de linie germinala.

Tesutul normal din cadrul specimenului influenteaza detectarea variantelor. Limita raportata a
detectiei se bazeaza pe o frecventa a variantei relativ la ADN total extras atat din tesutul
tumoral, cat si din cel normal.

Componentele produsului

lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3, Nr. catalog 20037124 este alcatuit din urmatoarele:

*  Solutie tampon de dilutie din biblioteca, celuld de debit si reactivi post-amperi
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Reactivi furnizati

lllumina MiSegDx Reagent Kit v3 este un set de reactivi si consumabile de unica folosinta pentru
secventierea uneirulari a uneia sau mai multor biblioteci de probe pe Instrument MiSeqDx. Numarul de
biblioteci de probe depinde de multiplexarea acceptata de metoda de pregatire a bibliotecilor in

amonte.

Consultati tabelele urmatoare pentru o listd completa a reactivilor furnizati in aceasta trusa.

MiSeqDx Reagent Kit v3, Caseta 1

Tabelul 1 Caseta 1 Reactivi pentru postamplificare

Volum
Componenta Cantitate de
umplere
Solutie tampon 1 eprubeta 4,5ml
de dilutie pentru
biblioteca
Cartus MiSeqgDx cate1de Diverse
Reagent v3 fiecare
(etichetat cu
RFID)

Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata

Cartus preumplut de unica folosinta

MiSeqDx Reagent Kit v3, Caseta 2

Tabelul 2 Caseta 2 Reactivi pentru postamplificare

Volum
Componenta Cantitate de
umplere
Solutie 1flacon 500 ml
MiSeqDx SBS
(PR2)
(etichetat cu
RFID)
Celula de flux cate1de Nu se
MiSeqDx fiecare aplica
(etichetat cu
RFID)
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Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata

Celulad de flux din sticla, de unica
folosinta, cu capete pereche, in solutie
apoasa tamponata

Depozitare

intre -25°C si
-15°C

intre -25°C si
-15°C

Depozitare

intre 2°C si
8°C

intre 2°C si
8°C
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Depozitare si manipulare

* Temperatura camerei este definita ca fiind intervalul dintre 15°C si 30°C.

* Urmatorii reactivi sunt expediati in stare congelata si sunt stabili atunci cand sunt depozitatila -25
°C pana la -15 °C pana la data de expirare specificata.
— Solutie tampon de dilutie pentru bibliotecd

— Cartus MiSeqDx Reagent v3

NOTA: Solutie tampon de dilutie pentru bibliotec si Cartus MiSeqDx Reagent v3 sunt de unica
folosinta si sunt stabile pentru maximum un decongelare la temperatura camerei inainte
de data de expirare specificata. Dupa dezghetare, cartusul reactivului trebuie Thcarcat cu
biblioteca de probe si rulat imediat pe Instrument MiSeqDx. Alternativ, cartusul reactivului
dezghetat poate fi pastrat la 2°C pana la 8°C timp de pana la 6 ore, apoi incarcat cu
biblioteca de probe si rulat imediat pe Instrument MiSeqDx.

*  Urmatorii reactivi sunt livrati refrigerati si stabili atunci cdnd sunt depozitatila 2 °C péndla 8 °C
pana la data de expirare specificata.

— Solutie MiSeqDx SBS (PR2)

— Celula de flux MiSegDx
Solutie MiSeqDx SBS (PR2) si Celula de flux MiSeqgDx sunt de unica folosinta.

* Modificarile aspectului fizic al reactivilor pot indica deteriorarea materialelor. Daca apar modificari
ale aspectului fizic (ca, de exemplu modificari evidente ale culorii reactivilor sau tulburare vizibila la
contaminarea microbiana), nu folositi reactivii.

Echipamentele si materialele
necesare, vandute separat

* Instrumentul MiSeqDx, nr. catalog DX-410-1001
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b °

Avertizari si precautii

/N ATENTEE

Legislatia federala a Statelor Unite permite vanzarea acestui dispozitiv numai de catre sau la
comanda unui medic sau a altui cadru medical licentiat s& utilizeze sau sa comande
dispozitivul in statul in care Tsi exercitd profesiunea.

/N AVERTIZARE

Acest set de reactivi contine substante chimice potential periculoase. Se pot produce
vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati
echipament de protectie, inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator
corespunzatoare riscului de expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si
eliminati-i in conformitate cu legile si reglementarile regionale, nationale si locale
aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind mediul, séanatatea si siguranta, consultati
Fisele cu date de securitate (SDS) la adresa support.illumina.com/sds.html.

(Pentru mai multe informatii, consultati Reactivi de la pagina 1.)

* Nerespectarea procedurilor mentionate poate duce la rezultate gresite sau la reducerea
semnificativa a calitatii probelor.

* Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu
mancati, nu beti si nu fumati in spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si
halate de laborator atunci cand manipulati specimene si reactivi pentru testare. Dupa ce manipulati
specimene si reactivi pentru teste, spalati-va temeinic pe maini.

* Este necesara respectarea practicilor de laborator corespunzatoare si a igienei in laborator
corespunzatoare pentru a impiedica produsele PCR sa contamineze reactivii, instrumentarul si
probele de ADN genomic. Contaminarea PCR poate cauza rezultate lipsite de precizie si de
fiabilitate.

* Pentru a preveni contaminarea, asigurati-va ca zonele de pre-amplificare si post-amplificare
beneficiaza de echipamente dedicate (de ex. pipete, varfuri de pipete, aparat de vortex si
centrifuga).

* Indexul pentru imperecherea probelor trebuie sa corespunda exact structurii placii imprimate de .
Local Run Manager populeaza automat amorsele de indexare asociate cu denumirile probelor,
atunci cand acestea sunt introduse in modul. Verificati primerii de indexare asociati cu probele
inainte de a initia ciclul de secventiere. Nepotrivirile intre imprimate si proba vor duce la pierderea
identificarii pozitive a probei si la raportarea incorecta a rezultatelor.

* Raportati imediat orice incidente grave in legatura cu acest produs catre lllumina si autoritatile
competente ale statelor membre in care sunt rezidenti utilizatorul si/sau pacientul.
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Instructiuni de utilizare

Consultati prospectul instrumentului MiSeqDx pentru regiunea si versiunea software-ului
instrumentului.

Caracteristici de performanta

Consultati prospectul instrumentului MiSeqDx pentru regiunea si versiunea software-ului
instrumentului.

Istoricul versiunilor

Document nr. Data Descrierea modificarii

Document nr. Noiembrie S-au actualizat referintele din prospectul instrumentului
1000000030849 2021 MiSeqDx

v04 S-au actualizat limitarile procedurii si avertismentele si

precautiile cu clarificari suplimentare.
Actualizari minore pentru alinierea la stilul si standardele
documentatiei lllumina.

Document nr. August S-a actualizat adresa Reprezentantului autorizat in
1000000030849 2021 Comunitatea Europeana.
v03 S-a adaugat tabelul Istoricul reviziilor.

Brevete si marci comerciale

Prezentul document si continutul acestuia constituie proprietatea lllumina, Inc. si a afiliatilor sai (,lllumina”) si sunt destinate
exclusiv pentru utilizarea contractuala de catre clientin legatura cu folosirea produsului sau produselor descrise in prezentul
document siin niciun alt scop. Acest document si continutul sdu nu trebuie utilizate sau distribuite pentru niciun alt scop si/sau nici
comunicate, divulgate sau reproduse in orice alt mod si in orice forma fara consimtamantul prealabil acordat in scris de lllumina.
lllumina nu transmite, in temeiul brevetelor sale, al marcilor sale comerciale, al drepturilor sale de autor sau in temeiul dreptului
comun, nicio licenta si nici drepturi similare ale oricaror terti prin acest document.

Instructiunile din acest document trebuie respectate in mod strict si explicit de catre personalul calificat si corespunzator instruit
pentru a asigura utilizarea corespunzatoare si in siguranta a produsului descris/produselor descrise in acest document. Inainte de
utilizarea acestui produs/acestor produse, intreg continutul acestui document trebuie citit si inteles in intregime.
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NERESPECTAREA OBLIGATIEI DE A CITI COMPLET SI DE A RESPECTA IN MOD EXPLICIT TOATE INSTRUCTIUNILE CUPRINSE IN
PREZENTUL DOCUMENT POATE DUCE LA DETERIORAREA PRODUSULUI SAU PRODUSELOR, LA VATAMAREA PERSOANELOR,
INCLUSIV A UTILIZATORILOR SAU A ALTOR PERSOANE S| LA DAUNE ALE ALTOR PROPRIETATI SI VA ANULA ORICE GARANTIE
APLICABILA PRODUSULUI SAU PRODUSELOR.

ILLUMINA NU TSI ASUMA NICIO RASPUNDERE CARE DECURGE DIN UTILIZAREA INADECVATA A PRODUSULUI SAU
PRODUSELOR DESCRISE IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A COMPONENTELOR SAU SOFTWARE-ULUI ACESTORA).

© 2021 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Toate marcile comerciale sunt proprietatea lllumina, Inc. sau a proprietarilor lor respectivi. Pentru informatii specifice privind
marcile comerciale, consultati www.illumina.com/company/legal.html.

Informatii de contact
ul Ce

lllumina
5200 lllumina Way IVD Sponsor australian
San Diego, California 92122 S.U.A. lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord) 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
Tarile de Jos

Etichetarea produsului

Pentru referinte complete la simbolurile care pot aparea pe ambalajele si etichetele produselor,
consultati legenda simbolurilor pentru setul dvs. la adresa support.illumina.com.
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