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Prospecto de VeriSeq NIPT Solution

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Uso previsto

La solucion VeriSeq NIPT es una prueba diagnéstica /in vitro concebida para su uso en pruebas de cribado
basadas en secuenciacion con el objeto de detectar aneuploidias fetales a partir de muestras de sangre total
periférica materna de mujeres con al menos 10 semanas de gestacion. VeriSeq NIPT proporciona informacion
sobre el estado de aneuploidias de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y. Este producto no debe utilizarse como la
Unica base para establecer un diagndéstico ni para tomar cualquier otra decisién en relaciéon con el embarazo.

La solucion VeriSeq NIPT incluye: VeriSeq NIPT Workflow Manager para VeriSeq NIPT Microlab STAR, kits de
preparacion de muestras VeriSeq NIPT y el servidor VeriSeq Onsite con VeriSeq NIPT Assay Software.

Resumen y explicacion del ensayo

Las anomalias cromosdmicas, especificamente la aneuploidia (un niimero 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 mas elevada.' 2 Hasta hace muy poco, habia dos tipos de pruebas prenatales para estos
trastornos: pruebas diagnésticas o deteccion de marcadores multiples. Las pruebas diagndsticas llevan
aparejados procedimientos invasivos como la amniocentesis o la biopsia de vellosidades coridénicas. Estos
métodos de prueba se consideran los mas precisos para la deteccion de la aneuploidia. Sin embargo, estan
asociados con un riesgo de pérdida del embarazo de entre el 0,11 % y el 0,22 %.3® Las pruebas de deteccién de
marcadores multiples no conllevan riesgo de pérdida del embarazo, ya que no son invasivas. No obstante,
ofrecen una menor precisién en comparacion con las pruebas diagnésticas, con unas tasas de deteccion de
trisomia del 21 que oscilan entre el 69 % y el 96 %, en funcidén de la deteccién concreta, la edad de la madre y el
tiempo de gestacion en el momento de la prueba.* Lo importante es que la tasa de falsos positivos es de un

5 % aproximadamente, por lo que puede necesitarse una confirmacion mediante pruebas diagnésticas, que,
como se ha mencionado, conllevan un riesgo de pérdida del embarazo.*

La aneuploidia fetal de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y se puede detectar con un alto grado de fiabilidad
mediante un método de pruebas prenatales no invasivo (NIPT) con secuenciaciéon del genoma completo del
ADN sin células (cfDNA) obtenido del plasma materno a partir de la décima semana de gestacion. De un
metaandlisis mas reciente de varios estudios clinicos se desprenden las siguientes tasas y especificidades de
deteccién agrupadas y ponderadas para la trisomia del 21 y la trisomia del 18 en embarazos con un Gnico
embrion: para la trisomia del 21, 99,2 % y 99,91 %, y para la trisomia del 18, 96,3 % y 99,87 %,
respectivamente.®

La reduccion significativa de las tasas de falsos positivos de las NIPT, en comparacion con la deteccién 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 diagnéstica para
confirmar un resultado positivo de la detecciéon de ADN sin células.”

En un estudio se sugiere que el uso de NIPT como herramienta de deteccién principal en todos los embarazos
podria reducir un 89 % el nimero de procedimientos invasivos de confirmacion.®
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La solucién VeriSeq NIPT actual es una prueba de diagnéstico in vitro (DIV) no invasiva que utiliza
secuenciacion del genoma completo de fragmentos de ADN sin células procedentes de muestras de sangre
total periférica materna a partir de la décima semana de gestacioén para detectar la aneuploidia de los
cromosomas 21, 18, 13, X e Y en el feto.

Principios de procedimiento

2

VeriSeq NIPT Solution es una soluciéon automatizada para pruebas de NIPT en laboratorio, que consiste en la
preparacion de muestras y el analisis de datos de secuenciacién de manera automatizada. Los kits de
preparacion de muestras VeriSeq NIPT Sample Prep Kits constan de reactivos especializados. Estos se usan
junto con VeriSeq NIPT Microlab STAR para preparar lotes de 48 0 96 muestras que permiten ofrecer una
secuenciacion de proxima generacion. Los datos de secuenciacidn “paired-end” del genoma completo se
analizan mediante software especializado, VeriSeq NIPT Assay Software, y se genera un informe.

El flujo de trabajo consta de los procedimientos siguientes: recopilacién de muestras, aislamiento del plasma,
extraccion de ADN sin células, preparacion de bibliotecas, cuantificacion de bibliotecas, agrupacién de
bibliotecas, secuenciacion y analisis. A continuacion, se describe cada uno de los procedimientos:

Recopilacion de muestras: 7-10 ml de sangre total periférica materna recopilada en un tubo de recogida de
sangre sin células Streck, que evita la lisis celular y la contaminacion gendmica, ademas de estabilizar la sangre
total a temperatura ambiente.

Aislamiento del plasma: el plasma se aisla de la sangre total periférica materna durante 5 dias contados a
partir de la recogida (10 dias si se almacena a 4 °C). 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.

Extraccion de ADN sin células: la purificaciéon del ADN sin células a partir de plasma se logra mediante la
adsorcién en una placa de unién, el lavado de la placa de unién para eliminar los contaminantes y la elucion.

Preparacion de bibliotecas: 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 anade un nucleétido
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 inmovilizacién inversa
de fase solida. Cada muestra de un conjunto de 48 o 96 recibe un adaptador indexado unico. Los adaptadores
cumplen dos funciones:

Los indices permiten la identificacidon de muestras en la secuenciacién siguiente.

Los adaptadores de indices contienen secuencias que permiten capturar bibliotecas en la superficie sélida

de una celda de flujo de secuenciacion para la generacion de grupos y la posterior secuenciacion.

Cuantificacion: el producto de la biblioteca se cuantifica mediante un colorante fluorescente cuya
concentracion viene dada por la comparacién con una curva estandar de ADN.

Secuenciacion y agrupamiento de bibliotecas: las bibliotecas de lotes de 48 muestras se agrupan en
cantidades que se ajustan para minimizar la variacion de la cobertura. A continuacion, los grupos de lotes de
48 muestras se secuencian mediante un secuenciador de nueva generacion con las especificaciones siguientes:
capacidad para 2 x 36 lecturas "paired-end”, compatibilidad con adaptadores indexados del kit de preparacion
de muestras VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, proceso quimico basado en dos colorantes y produccién
automatica de archivos .BCL (datos sin procesar del instrumento de secuenciacion). VeriSeq NIPT Solution no
incluye el equipo de secuenciacion ni los consumibles.

Analisis: las llamadas de bases de nucleétidos se realizan directamente a partir de las medidas de intensidad
de senal durante la secuenciacién. El andlisis secundario consiste en lo siguiente:

Demultiplexado de las lecturas mediante secuencias de indice

Asignacién de las secuencias a un genoma humano de referencia

Calculo del numero de lecturas Unicas dentro de cada grupo gendmico de 100 kb

Normalizacién de la cobertura en un nivel subcromosémico
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La informacién de la lectura “paired-end” sirve para evaluar la cobertura (el nimero de lecturas Unicas que se
alinean con la referencia por muestra) y la longitud de los fragmentos individuales dentro de la muestra. La
fraccion fetal dentro de cada muestra se estima basandose en perfiles de cobertura, distribucion del tamano y
numero de copias en el cromosoma X. Por ultimo, esta informacion estadistica sirve para determinar la sobre-
o infrarrepresentacion de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y. Los resultados se resumen en un informe en el que
se indica “aneuploidy detected” (aneuploidia detectada) o “no aneuploidy detected” (aneuploidia no detectada)
para cada cromosoma objetivo en aquellas muestras que superen los niveles de control de calidad.

En el informe también se incluye una estimacion de la fraccién fetal de cada muestra.

Limitaciones del procedimiento

La solucién VeriSeq NIPT es una prueba de cribado y no debe utilizarse sin recurrir también a otros signos
clinicos y resultados de pruebas. Las decisiones administrativas, incluida la terminacién del embarazo,
no deben basarse exclusivamente en el cribado NIPT.”

El ensayo requiere muestras de sangre total periférica de una mujer embarazada de no menos de 10 semanas.

Los resultados de la prueba se pueden confundir debido a determinados factores maternos y fetales, incluidos,
entre otros:
Transfusién de sangre materna reciente
Trasplante de érgano materno
Intervencion quirdrgica materna
Inmunoterapia o terapia con células madre
Tumor maligno materno
Mosaicismo materno
Mosaicismo placentario confinado
Pérdida del feto
Gemelo evanescente
Trisomia parcial o monosomia parcial del feto
Mosaicismo fetal

Los datos relativos a la sensibilidad y especificidad de la prueba cubren tanto embarazos de un unico embrién
como gemelares. Estas instrucciones de uso no ofrecen datos de sensibilidad ni especificidad para embarazos
de trillizos o embarazos multiples de orden superior.

La solucién VeriSeq NIPT genera un informe sobre los siguientes aspectos:
Sobrerrepresentacion de cromosomas 21, 18y 13
Las siguientes aneuploidias de cromosomas sexuales: XO, XXX, XXY y XYY

La solucion VeriSeq NIPT no esta disefada para la deteccion de poliploidias, tales como la triploidia.

La prueba de la solucién VeriSeq NIPT busca anomalias cromosdmicas especificas. Los informes con el
resultado No Aneuploidy Detected (Aneuploidia no detectada) no eliminan la posibilidad de anomalias
cromosomicas de los cromosomas probados. Asimismo, un resultado negativo no elimina la posibilidad de
que el embarazo tenga otras anomalias cromosomicas, problemas genéticos o defectos congénitos

(p- €j., anomalia congénita de tubo neural abierto).

Componentes del producto
VeriSeq NIPT Solution consta de lo siguiente:
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 muestras) (n.° de referencia 15066801)
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 muestras) (n.° de referencia 15066802)

Servidor VeriSeq Onsite Server (n.° de referencia 15076164)
VeriSeq NIPT Assay Software, preinstalado en el servidor VeriSeq Onsite Server
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VeriSeq NIPT Microlab STAR (n.° de referencia Hamilton Company Reno: 95475-01 [115V] y 95475-02 [230 V],

Hamilton Company Bonaduz: 806288)

VeriSeq NIPT Workflow Manager, preinstalado en VeriSeq NIPT Microlab STAR

Reactivos

Reactivos suministrados

lllumina suministra los reactivos siguientes: el kit de preparacion de muestras VeriSeq NIPT (48 muestras)

(n.° de referencia 15066801) y el kit de preparacion de muestras VeriSeq NIPT (96 muestras)

(n.° de referencia 15066802). Los kits de preparacion de muestras VeriSeq NIPT estan configurados para su uso
con ML STAR, suministrado por Hamilton Company (n.° de referencia 806288).

Preparacién de muestras de VeriSeq NIPT, caja de extraccion

Tabla 1 Caja de extracciéon VeriSeq NIPT (48), n.° de referencia 15066803

Numero de
contenedores
en el kit

Nombre del reactivo en
la etiqueta

Tampoén de lisis

Tampon de lavado |

Tampon de lavado I

Tampén de elucién
Tampon de proteinasa

Proteinasa K

1

Volumen de
la etiqueta

100 ml

125 mi

25 ml

30 mi
35 ml
75 mg

Principios activos

Clorhidrato de guanidina en solucion
acuosa tamponada

Clorhidrato de guanidina y 2-propanol en
solucién acuosa tamponada

Solucién acuosa tamponada que
contiene sales

Solucién acuosa tamponada

Almacenamiento

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15 °C y 30 °C

Glicerol en solucién acuosa tamponada Entre 15 °C y 30 °C

Proteinasa K liofilizada

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

Numero de
contenedores
en el kit

Nombre del reactivo en
la etiqueta

Tampoén de lisis

Tampon de lavado |

Tampon de lavado I

Tampén de elucién
Tampon de proteinasa

Proteinasa K
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1

Volumen de
la etiqueta

100 ml

125 mi

25 ml

30 mi
35 ml
75 mg

Principios activos

Clorhidrato de guanidina en solucion
acuosa tamponada

Clorhidrato de guanidina y 2-propanol en
solucién acuosa tamponada

Solucién acuosa tamponada que
contiene sales

Solucién acuosa tamponada

Entre 15°C y 30 °C

Almacenamiento

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15 °C y 30 °C

Glicerol en soluciéon acuosa tamponada Entre 15 °C y 30 °C

Proteinasa K liofilizada

Entre 15°C y 30 °C
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Preparacién de muestras de VeriSeq NIPT, caja de preparacion de bibliotecas

Tabla 3 Caja de extraccion VeriSeq NIPT (48), n.° de referencia 15066809

Numero de

Nombre del reactivo en la Volumen de L . .
. contenedores . Principios activos Almacenamiento
etiqueta . la etiqueta
en el kit
Mezcla de reparacion de 1 2,72 ml ADN-polimerasa y dNTP en solucién Entre -25°C y -15°C
extremos acuosa tamponada
Mezcla de A-Tailing 1 910 pl ADN-polimerasa y dATP en solucién Entre -25°C y -15°C
acuosa tamponada
Mezcla de ligadura 1 233 pl ADN-ligasa en solucién acuosa Entre -25°C y -15°C
tamponada
Tampén de hibridacién 1 12 ml Solucién acuosa tamponada Entre -25°C y -15°C
Placa adaptadora de ADN 1 N/D Oligonucleétidos en solucién acuosa Entre -25°C y -15°C
VeriSeq NIPT tamponada

Tabla 4 Caja de extraccion VeriSeq NIPT (96), n.° de referencia 15066810

. Numero de
Nombre del reactivo en la Volumen de L . .
. contenedores . Principios activos Almacenamiento
etiqueta . la etiqueta
en el kit
Mezcla de reparacion de 1 2,72 ml ADN-polimerasa y dNTP en solucién Entre -25°C y -15°C
extremos acuosa tamponada
Mezcla de A-Tailing 2 910 pl ADN-polimerasa y dATP en solucién Entre -25°C y -15°C
acuosa tamponada
Mezcla de ligadura 2 233 pl ADN-ligasa en solucién acuosa Entre -25°C y -15°C
tamponada
Tampén de hibridaciéon 1 12 ml Solucién acuosa tamponada Entre -25°C y -15°C
Placa adaptadora de ADN 1 N/D Oligonucleétidos en solucién acuosa Entre -25°C y -15°C
VeriSeq NIPT tamponada

Preparacién de muestras de VeriSeq NIPT, caja de accesorios

Tabla 5 VeriSeq NIPT Accessory Box, n.° de referencia 15066811

Numero de

Nombre del reactivo en Volumen de L . .

. contenedores . Principios activos Almacenamiento
la etiqueta . la etiqueta

en el kit
Placa de unién de ADN 1 N/D Microplaca de polipropileno con membrana de Entre 2°Cy 8 °C
silicona modificada

Tampon de resuspension 1 35 ml Solucién acuosa tamponada Entre 2°Cy 8 °C
Bolas de purificacién de 1 10 mi Bolas paramagnéticas de fase sélida en Entre 2°Cy 8 °C
muestras solucién acuosa tamponada
Reactivo de 1 294 pl Colorante intercalado para ADN en DMSO Entre 2°Cy 8 °C
cuantificacion de ADN
Estandar de 1 110 pl ADN bicatenario estandar, ADN no especifico y Entre 2°Cy 8 °C
cuantificacion de ADN acida sodica en solucion acuosa tamponada
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Preparacién 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

Nombre del articulo en la etiqueta Numero de articulos en el kit Almacenamiento
Etiqueta (LBL): cédigo de barras de placa 9 Entre 15°C y 30 °C
Etiqueta (LBL): cédigo de barras de placa de 12 Entre 15°C y 30 °C

pocillos profundos
Tubo (TB): tubo de agrupacion vacio 5 Entre 15°C y 30 °C

Reactivos no suministrados

Reactivos necesarios no suministrados
Agua sin ARNasa ni ADNasa
Etanol, 100 % (etanol puro), para biologia molecular

Reactivos de secuenciacion y consumibles necesarios para el sistema de secuenciacion de préoxima
generacion (NGS)

Reactivos opcionales, no suministrados
Solucién salina tampén fosfato Dulbecco (DPBS) para control sin cadena molde (NTC)

Almacenamiento y manipulacion

1 Latemperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 °C y 30 °C.

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

3 Si el embalaje o el contenido de los componentes de la solucion VeriSeq NIPT resultan dafados o afectados,
péngase en contacto con el servicio de atencion al cliente de lllumina.

4  Los reactivos 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 Reactivos suministrados en la pagina 4. No utilice reactivos caducados.

5 Los cambios en el aspecto fisico de los reactivos proporcionados puede sefalar el deterioro de los materiales.
Si se producen cambios en el aspecto fisico (tales como cambios evidentes en el color del reactivo o un
aspecto turbio con contaminacion microbiana), no utilice los reactivos.

6 Siga estas practicas recomendadas para la manipulacién de bolas de purificacion de muestras:

No congele nunca las bolas.

Deje que las bolas alcancen la temperatura ambiente antes de usarlas.

Justo antes del uso, agite en vortice las bolas hasta que queden bien suspendidas y el color tenga un
aspecto homogéneo.

7 El tampon de lisis, el tampdn de lavado |, el tampon de lavado I, el tampdn de elucién y el tampén de
proteinasa pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes del uso, agite en vértice con fuerza y,

a continuacion, inspeccione visualmente para asegurarse de que no haya precipitados.

8 No congele nunca la sangre total después de la recogida.

9 Secuencie las bibliotecas lo antes posible tras la agrupacién. Las bibliotecas agrupadas son estables durante
un periodo maximo de siete dias a una temperatura de entre -25°C y -15 °C.
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Materiales y equipo

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Equipo necesario, no suministrado

Equipo Proveedor

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 Gnico de 1000 pl Proveedor de laboratorio general
Ayuda para pipeta Proveedor de laboratorio general
Refrigerador, entre 2°C y 8 °C Proveedor de laboratorio general
Congelador, entre -25 °C y -15 °C Proveedor de laboratorio general
Microcentrifuga Proveedor de laboratorio general
Mezclador vorticial Proveedor de laboratorio general

Centrifugadora y ensamblaje de rotor para tubos de recogida de sangre

Recomendado:

e Centrifugadora de la serie Allegra 6, 1600 g

e Rotor de la centrifugadora Allegra GH-3.8 con
contenedores

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

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

Beckman Coulter, n.° de articulo 366830 (120 V)
Beckman Coulter, n.° de articulo 360581
Beckman Coulter, n.° de articulo 360585
Beckman Coulter, n.° de articulo 359150

Equivalente: Proveedor de laboratorio general
e Centrifugadora refrigerada con capacidad para 1600 x g
sin opcién de freno
* Rotor de contenedores moévil con contenedores
e Accesorios para insercion de contenedores, capacidad
para 48 o 96 tubos, profundidad minima de 76 mm
e Adaptadores de insercion que admiten 16 tubos de
recogida de sangre de 100 mm

Centrifugador y ensamblaje de rotor para microplacas

Recomendado:
e Centrifugadora Sorvall Legend XTR e Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo 75004521 (120 V)
¢ Rotor de microplacas HIGHPIlate 6000 o n.° de catalogo 75004520 (230 V)
* Una de las bases de apoyo para microplacas a * Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo 75003606
continuacién:

* Base de apoyo MicroAmp para 96 pocillos e Thermo Fisher Scientific, n.° de catalogo 4379590

e Portaplacas de PCR de 96 pocillos e Thermo Fisher Scientific, n.° de catdlogo AB-0563/1000
Equivalente: Proveedor de laboratorio general

e Centrifugadora con capacidad para 5600 x g

e Rotor de placa moévil con portaplacas de 96 pocillos,
76,5 mm de profundidad minima

e Base de apoyo para microplacas

Uno de los siguientes lectores de microplacas (fluorimetro)
con SoftMax Pro v. 6.2.2 o superior:

e Gemini XPS e Molecular Devices, n.° de referencia XPS
e SpectraMax M2 * Molecular Devices, n.° de referencia M2
Adaptador USB en serie de alta velocidad SpectraMax Molecular Devices, n.° de referencia 9000-0938

Agosto de 2021 N.° de documento 1000000001856 VOSESP | 7



Prospecto de VeriSeqNIPT Solution

Equipo Proveedor

Ciclador térmico con las especificaciones siguientes: Proveedor de laboratorio general
e Tapa calefactada
¢ Intervalo de temperatura de 4 °C a 98 °C
* Precision de temperatura de +2 °C
e Tasa de incremento minima de 2 °C por segundo
* Compatible con placa Twin.tec PCR de 96 pocillos,
de borde completo

VeriSeq NIPT Microlab STAR Hamilton, n.° de referencia 95475-01 (115V) o
n.° de referencia 95475-02 (230 V)

Sistema de secuenciacion de proxima generacion (NGS) con  Proveedor de instrumentos
las siguientes capacidades:
e Secuenciacion “paired-end” de 2 x 36 pb
e Compatible con los adaptadores de indices dobles de
preparacion de muestras VeriSeq NIPT
* Produccién automatica de archivos .BCL
* Proceso quimico basado en dos colorantes
® 400 millones de lecturas “paired-end” por experimento
e Compatible con VeriSeq NIPT Assay Software

Servidor VeriSeq Onsite lllumina, n.° de referencia 15076164

Equipo opcional, no suministrado

Equipo Proveedor

Sistema decapsulador Pluggo LGP Consulting, n.° de referencia 4600 4450

Placa de validacion de fluorescencia SpectraMax Molecular Devices, n.° de referencia 0200-5060
SpectraTest FL1

Girador/Rotador de tubos, tubos de 15 ml, 40 r/min, Thermo Scientific, n.° de catalogo 88881001 (EE. UU.) o
100-240 V n.° de catalogo 88881002 (UE)

Material necesario, no suministrado

Consumible Proveedor

Puntas de filtros no estériles, conductoras, 1000 pl Hamilton, n.° de referencia 235905

Puntas de filtros no estériles, conductoras, 300 pl Hamilton, n.° de referencia 235903

Puntas de filtros no estériles, conductoras, 50 pl Hamilton, n.° de referencia 235948
Depésito de pocillos profundos Corning Axygen, n.° de producto RES-SW96-HP-SI
Cubo de reactivo medio MagNA Pure LC 20, 20 ml Roche, n.° de producto 3004058001

Placa de 96 pocillos profundos, 2 mi Eppendorf, n.° de referencia 951033600
Microplaca de poliestireno con fondo plano negra de Corning, n.° de producto 3820

384 pocillos de volumen bajo

Placa Twin.tec PCR de 96 pocillos, de borde completo Eppendorf, n.° de referencia 30129512
Una de las juntas siguientes:

* Microcierre metalico “F” e Bio-Rad, n.° de catdlogo MSF1001

e Cierres metdlicos e Beckman Coulter, n.° de articulo 538619
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
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Consumible Proveedor

Puntas de filtros de 20 pl para pipeta de 20 pl Proveedor de laboratorio general
Puntas de filtros de 200 ul para pipeta de 200 pl Proveedor de laboratorio general
Puntas de filtros de 1000 pl para pipeta de 1000 pl Proveedor de laboratorio general
Pipetas serolégicas de 25 ml Proveedor de laboratorio general
Pipetas serolégicas de 10 ml Proveedor de laboratorio general
Recomendado: Borer Chemie AG

e Deconex® SOLARSEPT
e Deconex® 61 DR

Equivalente: Proveedor de laboratorio general
e Un spray desinfectante rapido con alcohol
¢ Una solucién de detergente desinfectante

Material opcional, no suministrado

Consumible Proveedor
Tubo, tapa de rosca, 10 ml Sarstedt, n.° de pedido 60.551
Tubo, tapa de rosca, 50 ml Proveedor de laboratorio general

Recopilacién, transporte y almacenamiento de muestras

PRECAUCION
J Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

1 Deben usarse muestras de sangre total de 7 a 10 ml recogidas en tubos de recogida de sangre Streck para ADN
sin células. No las congele.

2 Almacene el tubo de recogida de sangre a 4 °C durante un maximo de 5 dias y realice el aislamiento de plasma
en un plazo de 10 dias.

3 El transporte de la sangre total debe efectuarse conforme a la normativa aplicable al transporte de agentes
etiolégicos.

Advertencias y precauciones

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

Este ensayo contiene cloruro de guanidina. Evite su inhalacién, ingestion y el contacto con la piel o los ojos,
puesto que puede provocar lesiones. Utilicelo en un area bien ventilada, use ropa de protecciéon y deseche los
contenedores y los contenidos no utilizados 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. Utilicelo en un area bien ventilada, use ropa de proteccion y deseche los contenedores y los
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona.

Para evitar la formacioén de gases peligrosos, no deseche los residuos de extraccion de ADN sin células (que
contienen tiocianato de guanidina) con residuos que contengan lejia (hipoclorito de sodio).

Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes potencialmente infecciosos.
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Utilice las precauciones rutinarias del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume en las zonas
de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la manipulacién de muestras y
reactivos del ensayo. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del ensayo.

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

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

Notas de procedimiento

Evitar la contaminacion
Use puntas y materiales de laboratorio consumibles recién preparados.

Mezcle las muestras con una pipeta. Las puntas resistentes a los aerosoles reducen el riesgo de contaminacion
cruzada residual y entre muestras. Centrifugue después de agitar en el vortice.

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.

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

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.

Limpie todos los portadores con un spray desinfectante rapido con alcohol (Deconex® SOLARSEPT o
equivalente) y déjelos que se sequen. Si estdn muy sucios, sumérjalos después en una solucion de detergente
desinfectante (liquido limpiador Deconex® 61 DR o equivalente).

Abra la cubierta delantera y limpie la plataforma con un trapo empapado en Deconex® SOLARSEPT
(o equivalente). Debe comprobar especialmente la limpieza de los bloques deslizantes.

Quite el distribuidor del CVS y limpie el distribuidor, la junta y los compartimentos interiores del CVS con un
trapo. 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:
rocie Deconex® SOLARSEPT (o equivalente) directamente sobre la superficie y limpiela con un trapo. Coloque
una nueva bolsa de plastico sobre el marco y vuelva a colocarla. Coloque la placa de extraccion de puntas
limpia de nuevo en su sitio.

Rocie Deconex® SOLARSEPT (o equivalente) directamente sobre la superficie de la caja y del contenedor de
residuos del cabezal de 96 pipetas CORE, y limpiela con un trapo.

Humedezca un trapo que no deje pelusa o un hisopo de algodon en etanol al 70 %. Limpie la ventana del lector
laser del lector de codigos 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:
En los canales independientes, limpie el revestimiento de expulsion de las puntas (parte exterior
de los canales de pipeteo) con un trapo que no deje pelusa humedecido con Deconex® SOLARSEPT
(o equivalente). (Consulte la guia de referencia de Hamilton Microlab STAR, n.° 15070074).
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Limpie la arandela de fijacion y las juntas téricas del cabezal de pipeteo (parte exterior de los canales de
pipeteo) con un trapo que no deje pelusa humedecido con Deconex® SOLARSEPT (o equivalente).

Limpie el cabezal de 96 pipetas CORE:
Utilice el mismo trapo humedecido en Deconex® SOLARSEPT (o equivalente) para limpiar la funda del
cabezal de 96 pipetas y la parte inferior de las arandelas de fijacion.
Con el mismo trapo, o con un jirdn de este, humedecido con Deconex® SOLARSEPT (o equivalente), limpie
los laterales de los canales de pipeteo del cabezal de 96 pipetas para limpiar las juntas téricas. Para ello,
use el trapo como si fuera hilo dental. Repita este procedimiento en cada canal de pipeteo del cabezal de
96 pipetas.

Rocie Deconex® SOLARSEPT (o equivalente) sobre las cubiertas delantera y lateral, y séquelas con un pafo.

Limpie la cinta protectora de carga automatica con un trapo humedecido con Deconex® SOLARSEPT

(o equivalente) sin ejercer presion.

,j NOTA
Una limpieza y mantenimiento incorrectos de ML STAR puede provocar contaminacion cruzaday
afectar negativamente al rendimiento de los ensayos.

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.

U NOTA
Los experimentos con una muestra de referencia o de control sin cadena molde reducen el nUmero
total de muestras maternas desconocidas que se pueden procesar con cada kit de preparacion de
muestras.
No use mas de dos muestras de NTC por cada lote de 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 parada de seguridad en el protocolo, continie inmediatamente
con el siguiente paso.

Colocacion del cédigo de barras en las placas

e Los cédigos de barras para placas de borde completo comienzan por PL.

e Los cbédigos de barras para placas de pocillos profundos comienzan por DW.

e Aplique los cédigos de barras a las placas de borde completo y las de pocillos profundos en el lado junto a la
columna12.

e Cargue las placas con el codigo de barras orientado hacia arriba para permitir el escaneo automatizado.

Colocacion y retirada de la junta en el plato

Selle siempre la placa de 96 pocillos antes de llevar a cabo los siguientes pasos del protocolo:
Centrifugado
Termociclado

Para sellar la placa, apliquele la cubierta adhesiva y después la junta.

Antes de retirar la junta:
Centrifugue brevemente la placa de 96 pocillos a 1000 x g durante 20 segundos.
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Coloque la placa en una superficie plana antes de quitar lentamente la junta.

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 para ver las indicaciones y las instrucciones para el operador.

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

Durante los pasos de vacio de la placa:
Si VeriSeq NIPT Workflow Manager se lo indica, ayude manualmente a formar la junta entre la placa y el
distribuidor de vacio.
Si se produce un fallo en el equipo, apague y encienda el vacio manualmente cuando se lo indique el
software Workflow Manager.

Deje que el sistema deseche automaticamente las puntas del adaptador. No quite las puntas manualmente.
Quite los reactivos gastados y los consumibles usados conforme a las indicaciones de Workflow Manager.

Vacie a diario los depodsitos de residuos de vacio. El primer depésito no debe superar nunca la mitad de su
capacidad. El desbordamiento de los residuos de vacio puede dafnar la bomba de vacio.

Procesamiento de muestras de sangre

Procedimiento

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

2 Espere a que la centrifugadora se detenga por completo y, a continuacion, retire los tubos de muestras.
Tras el centrifugado, inicie el aislamiento de plasma antes de 15 minutos. Si transcurren mas de 15 minutos,
repita el proceso de centrifugado.

3 Inspeccione todos los tubos para determinar la idoneidad de la muestra, incluyendo las verificaciones
siguientes:

El volumen de muestra es el esperado.

La muestra se ha separado correctamente durante la centrifugacion.

El nivel de plasma es de al menos 1,5 ml por encima de la capa leucocitaria.

La muestra no estda muy hemolizada (es decir, el plasma no es de un color rojo oscuro).

La muestra no tiene un aspecto lechoso (p. €j., el plasma no tiene un aspecto blanco y turbio o lechoso y
opaco).

No se observa coagulacion en la muestra.

J PRECAUCION

J 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
obstruccién en la placa de unién durante las extracciones y provocar desbordamientos de muestra
en los pocillos adyacentes.

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

Preparacion

1
2

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

| PRECAUCION

J Asegurese de utilizar el tipo de placa correcto para las placas de plasma intermedio y plasma final.
El uso de un depésito de pocillos profundos en lugar de una placa de pocillos profundos da lugar a
la amalgamacién de muestras, de modo que se pueden generar resultados incorrectos.

Procedimiento

1
2

Abra AppLauncher y, después, haga clic en VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, haga clic en OK (Aceptar).
El ID de lote tiene una limitacién de 26 caracteres. Use solamente numeros, letras, guiones bajos (_) o guiones
(). Por ejemplo: 16-10-2025_Lote3.
Haga clic en New Batch (Nuevo lote) y, tras el inicio, en OK (Aceptar) para empezar con el aislamiento del
plasma.
Realice una de las siguientes acciones:
Para cargar una hoja de muestras existente, seleccione la que se encuentra asociada al lote y,
a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).
Para continuar sin seleccionar una hoja de muestras, haga clic en No Sample Sheet (Sin hoja de
muestras).
Para obtener informacién sobre la creacion de una hoja de muestras, consulte la guia de VeriSeqg NIPT
Solution Software (n.°de documento 1000000001949).

L NOTA

Para garantizar un adecuado andlisis de los datos debe registrarse con precision para cada muestra
el tipo de muestra, si se trata de embarazo de un Unico embriéon o de un embarazo gemelar.

Seleccione el tamafo del lote y, a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).
Seleccione el nimero de controles sin cadena molde (NTC) y, a continuacion, haga clic en OK (Aceptar).
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7 Confirme que todos los codigos de barras estén colocados y cargue las muestras, las puntas y las placas (con
el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el portador. Haga clic en OK (Aceptar) cada vez que se
muestre un mensaje de carga.

Tamano del lote de Portador . Posicién del
. Pista Elemento
muestras Tipo centro
48 De 7-12 Puntas de 1000 pl 5
puntas
Tubo 15 Tubos de muestras de sangre preparados 1-24 1-24
Tubo 16 Tubos de muestras de sangre preparados 25-48 25-48
Multiflex 19-24  Placa de pocillos profundos vacia, plasma final, con cédigo 4
de barras
Multiflex 19-24  Placa de pocillos profundos vacia, plasma intermedio, con 5
codigo de barras
Reactivo 47 [Opcional] DPBS para control sin cadena molde 5
96 De 7-12  Puntas de 1000 pl 4y5
puntas
Tubo 15 Tubos de muestras de sangre preparados 1-24 1-24
Tubo 16 Tubos de muestras de sangre preparados 25-48 25-48
Tubo 17 Tubos de muestras de sangre preparados 49-72 49-72
Tubo 18 Tubos de muestras de sangre preparados 73-96 73-96
Multiflex 19-24  Placa de pocillos profundos vacia, plasma final, con cédigo 4
de barras
Multiflex 19-24  Placa de pocillos profundos vacia, plasma intermedio, con 5

codigo de barras

Reactivo 47 [Opcional] DPBS para control sin cadena molde 5

8 Asegurese de que los portadores, los materiales de laboratorio y los reactivos estén cargados correctamente;
a continuacion, haga clic en OK (Aceptar) en la pantalla Pre-Spin Deck Verification (Verificacion de la plataforma
previa al centrifugado).

Observe ML STAR mientras realiza los pasos automatizados.

10 Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)
para descargar la plataforma.

11 Retire la placa de pocillos profundos de plasma intermedio.

a Inspeccione visualmente la placa para comprobar que los volimenes de los pocillos son
homogéneos (no hay errores de pipeta). El volumen previsto es de 1000 pl.

b Anote cualquier incoherencia y registrela al final del procedimiento de aislamiento de plasma.

c Selle la placa, realice la carga de manera equilibrada y centrifugue a 5600 x g durante 10 minutos con
el freno desactivado o con la configuracién mas baja.

12 Haga clic en Yes (Si) para continuar con la preparacién del plasma final.
13 Retire la junta de la placa y carguela de nuevo en el portador.

Tamarno del lote de Portador . Posicién del
. Pista Elemento
muestras Tipo centro
48 y 96 Multiflex 19-24  Placa de pocillos profundos de plasma 5
intermedio

14 Seleccione la casilla de verificacion Se ha centrifugado la placa de plasma intermedio y, a continuacion,
haga clic en OK (Aceptar).
15 Observe ML STAR mientras realiza los pasos automatizados.
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Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)

para descargar la plataforma.

Cuando Workflow Manager se lo indique, vacie los portadores y la plataforma.

Retire la placa de pocillos profundos de plasma final.

Inspeccione visualmente la placa para comprobar lo siguiente:
Los volimenes son homogéneos en todos los pocillos. El volumen previsto es de 900 pl.
Los pellets de células son visibles.

La hemdlisis es excesiva.

Si observa un pellet de células visible o una hemdlisis excesiva, invalide la muestra afectada al final del método

de aislamiento de plasma o use Batch Manager. Para obtener mas informacién sobre Batch Manager, consulte

la guia de VeriSeq NIPT Solution Software (documento n.° 1000000001949).

Cuando Workflow Manager se lo indique, haga clic en OK (Aceptar).

Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y haga clic en OK (Aceptar).

Realice una de las siguientes acciones:
Para ir a la extraccion de ADN sin células, haga clic en Yes (Si).
Para parar, haga clic en Exit (Salir).

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

Extraccion de ADN sin células

Preparacion
Examine visualmente las cajas de extraccion y de accesorios para confirmar que el kit no haya caducado.

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

1
2

Elemento

Placa de pocillos profundos de
plasma final de Ais/lamiento de
plasma en la pagina 13.

Proteinasa K

Tampon de lavado I

Almacenamiento
Entre 2°Cy 8 °C

Entre 15°C y 30 °C

Entre 15°C y 30 °C

Instrucciones

Si estaba almacenada, déjela reposar durante 30 minutos hasta
que alcance la temperatura ambiente. Retire la junta de la placa
de pocillos profundos de plasma final antes de usarla.

Anada lentamente 3,75 ml de tampén de proteinasa a cada
frasco de reactivo.

* Prepare tres frascos para 48 muestras.

* Prepare cuatro frascos para 96 muestras.

Tape el frasco y agite en vértice hasta que se resuspenda.
Agrupe el reactivo preparado de todos los frascos en un cubo
de reactivo.

Anada 100 ml de EtOH al 100 % a cada botella de reactivo.
e Prepare un frasco para 48 muestras.

* Prepare dos frascos para 96 muestras.

Invierta para mezclar.

Marque la casilla en el bote.

Etiquete una nueva placa de borde completo intermedia y coléquele un nuevo cédigo de barras de placa.
Etiquete una nueva placa de borde completo de elucién de ADN sin células y coléquele un nuevo codigo de

barras de placa.

Etiquete una nueva placa de pocillos profundos de extraccion intermedia y coléquele un nuevo cédigo de
barras de placa de pocillos profundos.
Coloque un cédigo de barras de placa en la placa de uniéon de ADN.

Prepare una solucién de limpieza de EtOH al 70 % (70 % de EtOH y 30 % de agua sin ADNasa ni ARNasa) para

limpiar el sistema de vacio.

Agosto de 2021

N.° de documento 1000000001856 VOSESP | 15



Prospecto de VeriSeqNIPT Solution

8 Prepare el sistema de vacio.

a Quite el distribuidor de vacio y limpielo con EtOH al 70 %.
b Vacie los residuos de vacio.
c Asegurese de que el sistema de vacio de ML STAR esté activado.

Procedimiento

1 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la extraccion del ADN sin células. Si atin no esta abierto el método
VeriSeq NIPT Method NIPT, realice lo siguiente:

a Abra AppLauncher y haga clic en VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, haga clic en OK (Aceptar).

2 Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Tamano del lote de muestras Tipo portador Pista Elemento Posicién del centro
48 Puntas 1-6 Puntas de 1000 pl 1y 2
7-12 Puntas de 300 pl 1
96 Puntas 1-6 Puntas de 1000 pl 1,2,3y4
7-12 Puntas de 300 pl 1

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

Tamano del lote de muestras Tipo portador Pista Elemento Posicién del centro
48, 96 Puntas 49-54 Puntas de 1000 pl 1
Puntas de 300 pl 2
Puntas de 50 pl 3

4 Introduzca la ubicacion de la primera y la Gltima punta de cada gradilla de puntas y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

5 Escanee los codigos de barras de extraccion.

6 Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

7 Escanee los cédigos de barras de los accesorios.

8 Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

9 Confirme que los cédigos de barras estén colocados, quite la junta de la placa de pocillos profundos de
plasma final, si es necesario, y cargue las placas (con el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el
portaplacas del modo siguiente; a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).

Tamano del lote de Tipo . Posicién del
Pista Elemento
muestras portador centro

48, 96 Multiflex 19-24 Nueva placa con borde completo, intermedia, con cédigo de 1
barras
Nueva placa con borde completo, eluciéon de ADN sin células, 2
con cdédigo de barras
Nueva placa de pocillos profundos, intermedia de extraccion, 4
con cédigo de barras
Placa de pocillos profundos de plasma final, con cédigo de 5
barras

10 Confirme que la placa de unién de ADN tiene cédigo de barras y, después, haga clic en OK (Aceptar).
11 Si trabaja con el lote de 48 muestras, corte en dos una junta a lo ancho y coléquela sobre las columnas 7-12 no
usadas de la placa antes de la carga en el distribuidor de vacio.

16 | N.°de documento 1000000001856 vO8 ESP Agosto de 2021



Prospecto de VeriSegNIPT Solution

12 Cargue la placa de union de ADN en el distribuidor de vacio con el cdédigo de barras orientado hacia la derecha
y, después, haga clic en OK (Aceptar).
13 Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Tamano del lote de muestras Tipo portador Pista Elemento Posicién del centro
48 Reactivo 47 Tampon de elucién, 16 mi 1
Proteinasa K, 11 ml 2
96 Reactivo 47 Tampon de elucién, 16 mi 1
Proteinasa K, 15 ml 2

14 Transfiera los reactivos especificados a los depésitos de pocillos profundos y, después, cargue los depdsitos
en los portadores de pocillos profundos como se indica a continuacién. Luego, haga clic en OK (Aceptar).

Tampon de lavado I, 125 ml
EtOH al 100 %, 100 ml

Tampoén de lisis, 100 ml

Tamano del lote de muestras Tipo portador Pista Elemento Posicién del centro
48 Pocillo 39-44 Tampoén de lavado 1, 125 ml 1
profundo Tampon de lavado I, 125 ml 2
EtOH al 100 %, 60 ml 3
Tampoén de lisis, 100 ml 4
Agua sin ARNasa ni ADNasa, 60 ml 5
96 Pocillo 39-44 Tampon de lavado 1l, 200 mi 1
profundo D
3
4
5

Agua sin ARNasa ni ADNasa, 100 ml

15 Espere a que finalice la comprobacién automatizada de volimenes de reactivos.

16 Confirme que el depdsito de residuos de vacio no se encuentra por encima de la mitad de su capacidad
(se recomienda que esté vacio) y, después, haga clic en OK (Aceptar).

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

18 Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

19 Tras el paso de vacio final, centrifugue la placa de uniéon de ADN y haga clic en OK (Aceptar).

a Retire la placa de unién de ADN y limpie la superficie inferior con EtOH al 70 %.

b Selle cualquier pocillo no tapado en la placa de uniéon de ADN y coldéquelo en la placa de pocillos
profundos de plasma final vacia.

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

20 Durante el centrifugado de la placa de unién de ADN, realice la limpieza de vacio.

a Espere a que finalice la limpieza de residuos automatizada.

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

¢ Marque la casilla de verificacion Manifold is on Vacuum (El distribuidor esta en vacio) para iniciar
la transferencia de la placa de elucion en el distribuidor de vacio. Después, haga clic en OK
(Aceptar).

21 Retire el distribuidor de vacio y haga clic en OK (Aceptar).

22 Tras el centrifugado, quite la junta de los pocillos que contienen muestras de la placa de union de ADN y
coléquela en la placa de elucion de ADN sin células. La placa de elucion de ADN sin células esta en el
distribuidor de vacio. Cargue la placa de unién de ADN con el cédigo de barras a la derecha y haga clic en OK
(Aceptar).
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23 Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

PRECAUCION

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

24 Tras el paso de incubacién, marque la casilla de verificacion Plates are assembled as indicated (Las placas
estan colocadas conforme se indica), lo cual confirma que el conjunto de las placas de unién de ADN / elucion
de ADN sin células esta sobre una base de apoyo (si lo requiere el centrifugado).

25 Selle los pocillos descubiertos en la placa de unién de ADN y centrifugue a 5600 x g durante 2 minutos con el
freno aplicado. Después, haga clic en OK (Aceptar).

26 Inspeccione visualmente la placa de elucion de ADN sin células para comprobar que los volimenes de cada
pocillo sean homogéneos. El volumen previsto es de unos 55 pl.

27 Selle y conserve la placa de elucién de ADN sin células para la preparacion de bibliotecas.

28 Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)
para descargar la plataforma.

29 Descargue todos los portadores y limpie la plataforma de ML STAR; a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).

30 Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y haga clic en OK (Aceptar).

31 Realice una de las siguientes acciones:

Para ir a la preparacién de bibliotecas, haga clic en Yes (Si).
Para parar, haga clic en Exit (Salir).

PUNTO DE DETENCION SEGURO

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.
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Preparacion de bibliotecas

Preparacion

1 Examine visualmente las cajas de preparacion de bibliotecas y de accesorios para confirmar que los kits no
hayan caducado.

2 Prepare los siguientes reactivos. Etiquete los cubos de los depésitos y los depdsitos de pocillos profundos
con los nombres de los reactivos.

Elemento Almacenamiento Instrucciones

Mezcla de reparacién de Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.

extremos Agite en vértice para mezclar.

Mezcla de A-Tailing Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.
Agite en vértice para mezclar y, a continuacién, centrifugue
brevemente.

Mezcla de ligadura Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.
Agite en voértice para mezclar y, a continuacion, centrifugue
brevemente.

Tampon de resuspension Entre 2°Cy 8 °C Agite en vértice para mezclar.

Devuelva al almacenamiento después de su uso.

Tampoén de hibridacion Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.
Agite en vértice para mezclar.
Devuelva al almacenamiento después de su uso.

Placa adaptadora de ADN  Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.
VeriSeq NIPT Agite en voértice para mezclar.
Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
Coloque un cédigo de barras.

Bolas de purificacion de Entre 2°Cy 8 °C Deje reposar durante 30 minutos hasta que alcance la temperatura
muestras ambiente.
Agite enérgicamente con un vértice antes de cada uso.
Mezcle con un vértice o inversor hasta que todas las bolas estén en
suspension y la mezcla sea homogénea.

EtOH al 80 % Entre 2°Cy 8°C Prepare una nueva.
Combine 40 ml de EtOH al 100 % y 10 ml de agua sin ADNasa ni
ARNasa.
Invierta para mezclar.

Placa de elucion de ADN Entre -25°C y -15°C Si la placa estaba almacenada, confirme que no llevaba mas de siete

sin células de Exiraccion dias y que se ha descongelado a temperatura ambiente.
de ADN sin células en la Agite en vortice a 1500 r/min durante 1 minuto.
pagina 15. Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

3 Etiquete una nueva placa de borde completo de bibliotecas y coloquele un nuevo cédigo de barras de placa.
4  Asegurese de que la regulacion térmica de ML STAR esté activada.

Dilucion de enzimas
1 Combine una mezcla de A-Tailing con un tampén de resuspension en un tubo con tapa de rosca.
Agite en vértice para mezclar y, a continuacion, centrifugue brevemente.

Tamano del lote de muestras Mezcla de A-Tailing Tampon de resuspension
48 900 pl 1200 pl
96 1800 pl 2400 pl
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2 Combine una mezcla de ligadura con un tampén de resuspensién en un tubo con tapa de rosca.
Agite en vértice para mezclar y, a continuacién, centrifugue brevemente.

Tamano del lote de muestras Mezcla de ligadura Tampon de resuspension
48 230 pl 1713 pl
96 440 pl 3278 pl

Procedimiento

1 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la preparacion de bibliotecas. Si ain no esta abierto el método de
VeriSeq NIPT, realice lo siguiente:

a Abra ApplLauncher y haga clic en VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, haga clic en OK (Aceptar).

2 Confirme que los siguientes elementos se preparan conforme a las indicaciones de la pantalla de preparacion
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 de
VeriSeq NIPT
3 Seleccione las casillas de verificacion y haga clic en OK (Aceptar).
4 Escanee los cédigos de barras de la caja de preparacién de bibliotecas.
5 Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, haga clic en OK
(Aceptar).
6 Escanee los cédigos de barras de los accesorios.
7 Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, haga clic en OK
(Aceptar).
8 Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar) para
cada portador.

Portad
Tamarno del lote de muestras OTi:oor Pista Elemento Posicién del centro
48 De puntas 1-6 Puntas de 50 pl 1y 2
7-12 Puntas de 300 pl 1,2,3y5
96 De puntas 1-6 Puntas de 50 pl 1,2,3y 4
7-12 Puntas de 300 pl 1,2,3,4y5

9 Si detuvo el protocolo tras el procedimiento de extraccion de ADN sin células, cargue las puntas contadas en
los portadores de puntas del modo siguiente.

Portador )
Tamarno del lote de muestras Pista Elemento Posicion del centro
48 y 96 De puntas 49-54 Puntas de 1000 pl 1
Puntas de 300 pl 2
Puntas de 50 pl 3

10 Introduzca la ubicacién de la primera punta de cada gradilla de puntas y, después, haga clic en OK (Aceptar).
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11 Confirme que los cédigos 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, haga clic en OK (Aceptar).

Tamarno del lote de Portador . Posicién del
. Pista Elemento
muestras Tipo centro
48 y 96 Multiflex 19-24  Placa de elucion de ADN sin células, con cédigo de barras 1
Placa adaptadora de ADN, con cédigo de barras 2
Nueva placa de 96 pocillos con borde completo, bibliotecas, 3

con cédigo de barras

Nuevas placas de 96 pocillos con borde completo 4y5

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

Tamano del lote de Portador . Posicién del
X Pista Elemento
muestras Tipo centro
48 y 96 Pocillo 39-44 50 ml de EtOH al 80 % en un depésito de pocillo 1
profundo profundo
Nuevas placas de 96 pocillos con borde completo 2,3,4,5

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

Tamafio del lote de Portador Posicién del
muestras Tipo rist Flemento centro
48 y 96 Reactivo 47 Mezcla de reparacion de extremos de 2,5 ml 1
Mezcla de A-Tailing preparada (volumen total) 2
Mezcla de ligadura preparada (volumen total) 3
Bolas de purificacion de muestras de 10 ml 4
Tampon de hibridacién de 12 mi 5

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

15 Espere a que finalice la comprobacién automatizada de volimenes de reactivos.

16 Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

17 Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)
para descargar la plataforma.

18 Inspeccione visualmente la placa de bibliotecas para comprobar que los volimenes de cada pocillo sean
homogéneos.

19 Selle y conserve la placa de bibliotecas.
20 Descargue todos los portadores, limpie la plataforma y, a continuacion, haga clic en OK (Aceptar).
21 Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y haga clic en OK (Aceptar).
22 Realice una de las siguientes acciones:
Para ir a la cuantificacién de bibliotecas, haga clic en Yes (Si).
Para parar, haga clic en Exit (Salir).

NOTA

Proceda inmediatamente con la cuantificacién, a menos que se realice un almacenamiento en un punto
de detencion de seguridad.

PUNTO DE DETENCION SEGURO

Siva adetener el proceso, selle la placa de bibliotecas antes de su almacenamiento. La placa de bibliotecas
permanece estable hasta siete dias almacenada a temperaturas de entre -25°C y -15°C.
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Cuantificacion de bibliotecas

Preparacion
1 Prepare los siguientes reactivos:

Elemento Almacenamiento Instrucciones
Reactivo de Entre 2°Cy 8 °C Proteger de la luz.
cuantificacion de ADN Descongele a temperatura ambiente.
Agite en vortice para mezclar y, a continuacién, centrifugue
brevemente.
Estandar de Entre 2°Cy 8 °C Agite en vortice para mezclar y, a continuacién, centrifugue
cuantificacion de ADN brevemente.
Placa de bibliotecas Entre -25°C y -15°C Si la placa estaba almacenada, confirme que no llevaba mas de
de Preparacion de siete dias y que se ha descongelado a temperatura ambiente.
bibliotecas en la pagina Agite en vértice para mezclar.
19 Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
Tampon de resuspension Entre 2°Cy 8 °C Agite en vértice para mezclar.

2 Encienda el fluorimetro 10 minutos antes de usarlo.
3 Adhiera una etiqueta de cédigo de barras en una nueva placa de 384 pocillos.
4 Adhiera una etiqueta de cédigo de barras en una nueva placa de bordes completos.

Procedimiento
1 Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la cuantificacion. Si aiin no esta abierto el método de VeriSeq NIPT,
realice lo siguiente:

a Abra AppLauncher y haga clic en VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, haga clic en OK (Aceptar).

2 Escanee los codigos de barras de los accesorios.

3 Introduzca el nombre de usuario o las iniciales del preparador del reactivo y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

4 Cargue las puntas en el portador de puntas del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Port;
Tamano del lote de muestras oTisgor Pista Elemento Posicién del centro
48 De puntas 1-6 Gradilla de puntas de 300 pl 1
Gradilla de puntas de 50 pl 2
96 De puntas 1-6 Gradilla de puntas de 300 pl 1
Gradilla de puntas de 50 pl 2y 3

5 Confirme que los cédigos de barras estan colocados, quite la junta de la placa de bibliotecas y cargue las
placas (con el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el portador Multiflex del modo siguiente.
Después, haga clic en OK (Aceptar).

Tamarno del lote de Portador . Posiciéon del
. Pista Elemento

muestras Tipo centro

48 y 96 Multiflex 19-24  Nuevas placas con borde completo, con cédigo de 1
barras
Nueva placa de 384 pocillos, con codigo de barras 2
Placa de bibliotecas, con cédigo de barras 3
Nuevas placas de 96 pocillos con borde completo 4y5
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Cargue los tubos de reactivo sin tapa en el portatubos del modo siguiente y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

Portador L.
Tamano del lote de muestras Pista Elemento Posicion del centro

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

Portador L.
Tamano del lote de muestras Pista Elemento Posicion del centro

48 y 96 Reactivo 47 Nuevos tubos de reactivo 1
Tampén de resuspensiéon de 16 ml 2

Si detuvo el protocolo tras el procedimiento de extraccion de preparacion de bibliotecas, cargue las puntas
contadas en los portadores de puntas del modo siguiente.

Portador
Tamano del lote de muestras Pista Elemento Posicién del centro
48 y 96 De puntas 49-54 Puntas de 1000 pl 1
Puntas de 300 pl
Puntas de 50 pl 3

Introduzca la ubicacién de la primera y la ultima punta de cada gradilla de puntas y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

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

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

Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)
para descargar la plataforma.

Descargue la placa de bibliotecas.

a Inspeccione visualmente la placa para comprobar que los volimenes de cada pocillo sean
homogéneos.

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

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

Descargue la placa de 384 pocillos e inspeccidnela visualmente para comprobar el liquido en los pocillos
correspondientes.

a Selle la placa con un cierre metalico.
b Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
¢ Incube a temperatura ambiente y protegiendo de la luz durante 10 minutos.

Descargue todos los portadores y limpie la plataforma de ML STAR; a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).
Tras la incubacion, quite el cierre metalico y cargue la placa de 384 pocillos en el lector de microplacas.
Aseglrese de que A1 esté en la esquina superior izquierda y haga clic en Read (Leer).

Exporte los datos en formato XML como se explica a continuacion:
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a Haga clic con el boton derecho en el codigo de barras, seleccione Rename (Renombrar), realice la
lectura del cédigo de barras de la placa de cuantificacién y, por ultimo, haga clic en OK (Aceptar).

b Haga clic en el icono de placa que aparece en la esquina superior izquierda y, después, seleccione
Export (Exportar) en el mend.

¢ Marque la casilla de comprobacién Expt1 (Exportacién 1), elija XML como formato de salida y haga
clic en OK (Aceptar).

d Defina la ruta y el nombre del archivo de salida y haga clic en Save (Guardar).

f NOTA
Compruebe que es posible acceder a la ubicacién del archivo desde el ordenador de Hamilton.
No utilice espacios en el nombre ni en la ruta del archivo.

Analisis

1
2
3

En la pantalla Scanner Information (Informacién del lector) de ML STAR, introduzca el ID del fluorimetro.
Escriba los comentarios sobre el experimento del fluorimetro y haga clic en OK (Aceptar).

Navegue al archivo XML de cuantificacion que contiene los datos fluorométricos y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

Revise los resultados de los analisis de andlisis curva y concentracion de muestra estandar y, después, haga
clic en OK (Aceptar).

Si necesita repetir el experimento con la placa, haga clic en Rescan (Repetir lectura).

X NOTA
Las muestras son sensibles al tiempo y la luz. Si es necesario repetir la lectura, hagalo
inmediatamente.

Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y haga clic en OK (Aceptar).
Evalte los resultados y continlie como se indica a continuacion.

Si los resultados superan la especificacion, vaya a Agrupacion de bibliotecas.
Si los resultados no superan la especificacion, el sistema cancela el método. Repita los procedimientos
de cuantificacion empezando por Preparacion en la pagina 22.

Realice una de las siguientes acciones:
Para ir a la agrupacion de bibliotecas, haga clic en Yes (Si).
Para parar, haga clic en Exit (Salir).

PUNTO DE DETENCION SEGURO

Siva adetener el proceso, selle laplaca de bibliotecas antes de su almacenamiento. La placa de bibliotecas
permanece estable hasta siete dias almacenada a temperaturas de entre -25°C y -15°C.

Agrupacién de bibliotecas

Preparacion

1

Prepare los siguientes reactivos:

Elemento Almacenamiento Instrucciones

Tampon de hibridacion Entre -25°C y -15°C Descongele a temperatura ambiente.
Agite en vortice para mezclar.
Devuelva al almacenamiento después de su
uso.

Placa de bibliotecas de Procedimiento de Entre -25°C y -15°C Si ha estado almacenado, debe descongelarse
Procedimiento en la pagina 22. a temperatura ambiente.
Agite en vortice a 1500 r/min durante 1 minuto.
Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
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Etiquete un tubo de agrupacioén vacio como Grupo A. En el caso de muestras de 96, etiquete un segundo tubo
de agrupacién vacio como Grupo B.

3 Guarde el siguiente programa de desnaturalizacion en el ciclador térmico con una tapa calentada.

Seleccione la opcién de tapa precalentada y establezca la temperatura a 102 °C.
Defina el volumen de la reaccion en 50 pl.

Defina la tasa de incremento en 4 °C por segundo.

Incube a 96 °C durante 10 minutos y, después, a 0 °C durante 5 segundos.
Mantenga la temperatura a 4 °C.

Procedimiento

1

(&)

Coloque la placa de bibliotecas en el ciclador térmico preprogramado y ejecute el programa de
desnaturalizacion.

Haga clic en OK (Aceptar) para iniciar la agrupacion de bibliotecas. Si alin no esta abierto el método de VeriSeq
NIPT, realice lo siguiente:

a Abra ApplLauncher y haga clic en VeriSeq NIPT Method (Método de VeriSeq NIPT).
b Introduzca el ID de lote y el nombre de usuario y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Seleccione la concentracion del grupo y, a continuacion, haga clic en OK (Aceptar).
La densidad de grupos objetivo es 220-260 k/mm2. En caso necesario, ajuste la concentracion del grupo para
lograr la densidad de grupos objetivo.
Cuando se lo indique Workflow Manager, realice una de las siguientes acciones:
Para cargar una hoja de muestras, seleccione la hoja de muestras asociada al lote y, a continuacion, haga
clic en Load (Cargar).
Para usar los valores predeterminados del sistema con el resto de los tipos de muestras o de los informes
sobre el sexo, haga clic en Use Default (Usar predeterminados) en cada ajuste.
Para obtener informacién sobre la creacién de una hoja de muestras, consulte la guia de VeriSeq NIPT Assay
Software (n.° de documento 1000000001949).
Haga clic en Start (Iniciar) para activar el temporizador de la desnaturalizacién de la placa.
Cargue las puntas en los portadores de puntas del modo siguiente.

Portador i
Tamano del lote de muestras Pista Elemento Posicion del centro

48 y 96 De puntas 7-12 Puntas de filtros de 50 pl 1

Cargue la placa de biblioteca desnaturalizada (con el cédigo de barras orientado hacia la derecha) en el
portador Multiflex del modo siguiente y, a continuacién, haga clic en OK (Aceptar).

Tamarno del lote de Portador . Posicién del
. Pista Elemento
muestras Tipo centro
48 y 96 Multiflex 19-24 Placa de biblioteca desnaturalizada (con cédigo de 1
barras)

Cargue los tubos de grupos en el portatubos del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Portad
Tamarno del lote de muestras oTizoor Pista Elemento Posicién del centro
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
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9 Cargue los tubos de reactivo en el portarreactivos del modo siguiente y, después, haga clic en OK (Aceptar).

Tamano del lote de muestras PoTr:;(:or Pista Elemento Posicién del centro
48 Reactivo 47 Fampon de hibridacion de 3 ml 1
96 Reactivo 47 Tampén de hibridacién de 3 ml 1

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

Portador
Tamano del lote de muestras Pista Elemento Posicion del centro
48 y 96 De puntas 49-54 Puntas de filtros de 1000 pl 1
Puntas de filtros de 300 pl 2
Puntas de filtros de 50 pl 3

11 Introduzca la ubicacién de la primera y la ultima punta de cada gradilla de puntas y, después, haga clic en OK
(Aceptar).

12 Asegurese de que los portadores, los materiales de laboratorio y los reactivos estén cargados como se indica;
a continuacion, haga clic en OK (Aceptar) en la pantalla Pooling Deck Verification (Verificacion de la plataforma
de agrupacién).

13 Observe ML STAR durante los pasos automatizados.

14 Si recibe una alerta de Workflow Manager, compruebe que la plataforma de carga de ML STAR no tiene
obstrucciones y permite que ML STAR descargue los portadores. Después, haga clic en Unload (Descargar)
para descargar la plataforma.

15 Descargue el portatubos. Tape todos los tubos de agrupacién, agite en voértice y, a continuacién, centrifugue
brevemente.

16 Secuencie las bibliotecas lo antes posible tras la agrupacién. Almacene la placa de bibliotecas a una
temperatura entre -25 °C y -15 °C durante un maximo de 7 dias permitir la reagrupacion (si es necesaria).

La placa de bibliotecas permanece estable hasta siete dias almacenada a temperaturas de entre
-25°Cy -15°C.

17 Haga clic en OK (Aceptar).

18 Escriba los comentarios sobre los pocillos afectados y haga clic en OK (Aceptar).

19 En la pantalla de agrupacion terminada, haga clic en OK (Aceptar).

PUNTO DE DETENCION SEGURO

Si va 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.

Preparacidn de grupos para la secuenciacion

Preparacién
1 Prepare los siguientes reactivos:
Elemento Almacenamiento Instrucciones

Tubos de grupo Entre -25°C y -15°C Si han estado almacenados, deben descongelarse

a temperatura ambiente.
Agite en vortice brevemente.
Centrifugue brevemente.

2 Prepare el sistema de secuenciacion de proxima generacion con los siguientes ajustes:

a Experimento “paired-end” con lecturas de 36 x 36 ciclos.
b Indexacién doble con lecturas de indices de 8 ciclos.
¢ Nombre del experimento igual que el nombre del grupo.
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NOTA

El software de analisis rechaza las configuraciones de experimentos incorrectas y tal vez requiera
una resecuenciacion.

El procedimiento siguiente describe la carga correcta de bibliotecas agrupadas en un instrumento de
secuenciacion de proxima generacién con cartuchos.

Procedimiento
1 Anada el tampodn y el grupo de bibliotecas directamente al cartucho de muestras para el secuenciador como se
indica a continuacién.
Tampon de hibridacién de 900 pl
Grupo A de 450 pl
Pipetee para mezclar
2 Proceda con la secuenciacion con un sistema de secuenciacién de préxima generaciéon conforme a las
instrucciones del fabricante.
3 Confirme que la configuracion del experimento es correcta cuando se le indique.
4  Repita el procedimiento para el paso B si es necesario.

Analisis de datos de secuencias

Una vez completada la secuenciacion, los datos de secuenciacién se envian automaticamente a VeriSeq NIPT
Assay Software, que realiza un andlisis y genera un informe. El informe incluye las clasificaciones de cada
muestra del lote, asi como una evaluacién de todos los criterios de medicién de CC aplicados. El proceso de
andlisis de un lote de 48 muestras tarda aproximadamente 4 horas desde que finaliza la secuenciacion hasta
que se obtienen los resultados finales. Para obtener informacién detallada sobre andlisis de datos y el archivo
de resultados, consulte la Guia de VeriSeq NIPT Solution Software Guide (documento n.° 1000000001949).

Interpretacion de resultados

VeriSeq NIPT Solution emplea un algoritmo basado en entradas de datos multiples, como la cobertura de la
secuenciacion, la calidad de la lectura de la secuencia y una fraccién fetal estimada, para determinar la
representacién cromosémica del feto.

VeriSeq NIPT Assay Software genera automaticamente un resultado, que puede ser ANEUPLOIDY DETECTED
(ANEUPLOIDIA DETECTADA) o NO ANEUPLOIDY DETECTED (ANEUPLOIDIA NO DETECTADA) para los
cromosomas 21, 18 y 13 de cada muestra de paciente. El resultado ANEUPLOIDY DETECTED (ANEUPLOIDIA
DETECTADA) indica que se ha detectado en la muestra una trisomia del cromosoma indicado.

Los resultados del estado de los cromosomas sexuales del feto se generan automaticamente y se pueden
incluir de manera opcional en el informe. Si no se detecta aneuploidia de los cromosomas sexuales, el informe
indicara NO ANEUPLOIDY DETECTED (ANEUPLOIDIA NO DETECTADA) junto con la clasificacion del sexo:
XX (muestra fetal femenina) o XY (muestra fetal masculina). Las aneuploidias de los cromosomas sexuales se
indican en el informe mediante ANEUPLOIDY DETECTED (ANEUPLOIDIA DETECTADA), junto con la
aneuploidia concreta que se ha detectado: XXX, XXY, XYY o XO (monosomia del cromosoma X). En casos
aislados, los valores de los cromosomas sexuales pueden estar fuera del intervalo notificable. Si es asi, el
sistema genera el resultado SEX CHROMOSOMES NOT REPORTABLE (CROMOSOMAS SEXUALES NO
NOTIFICABLES). Aun asi, la aneuploidia autosémica si se puede incluir en el informe para estas muestras.

VeriSeq NIPT Assay Software usa estadisticas generadas durante la secuenciacién para ofrecer una estimacion
de la fraccidn fetal (FFE, fetal fraction estimation) 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 desviacion 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.
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Para realizar llamadas de representacion cromosomica, VeriSeq NIPT Assay Software utiliza la prueba de
confianza de aneuploidia fetal individual (iFACT, individualized Fetal Aneuploidy Confidence Test), un criterio de
medicion de umbral dinamico que indica si el sistema ha generado una cobertura de secuenciacién suficiente,
basandose en la estimacion de la fraccion fetal de cada muestra. El sistema realiza llamadas de representacion
cromosémica solo si la muestra alcanza el umbral de iIFACT. Si una muestra no logra alcanzar este umbral, la
evaluacion de CC muestra FAILED iFACT (iFACT FALLIDA) y el sistema no genera un resultado. La evaluacién
de la iFACT se aplica a todas las muestras.

Ademas de la prueba iFACT, VeriSeq NIPT Assay Software evalla algunos otros criterios de medicion de CC
durante el andlisis. Las mediciones adicionales incluyen la evaluacién de la uniformidad de cobertura en las
regiones genémicas de referencia (DATA OUTSIDE OF EXPECTED RANGE [DATOS FUERA DEL INTERVALO
PREVISTOQ]) y la distribucién de longitud de fragmento de ADN sin células (FRAGMENT SIZE DISTRIBUTION
OUTSIDE OF EXPECTED RANGE [DISTRIBUCION DE LONGITUD DEL FRAGMENTO FUERA DEL INTERVALO
PREVISTQ]). La evaluacién de CC muestra una marca de CC o un error de CC para cualquier criterio de
medicion 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, se puede procesar otra alicuota del plasma siempre
que haya volumen de plasma suficiente en el tubo de recogida de sangre.

J PRECAUCION

J Compruebe las estimaciones de la fraccién 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. Péngase 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 /nstrucciones de uso, empezando por el plasma. Todos los
datos de secuenciacion de esta seccidn se generaron en un sistema de secuenciacién lllumina NextSeq 500/550
con las configuraciones siguientes:

e Software de control del NextSeq v. 2.1.0.31
e Kit de reactivos de secuenciaciéon de rendimiento elevado NextSeq 500/550 v. 2 (75 ciclos)
e Experimento de secuenciacion “paired-end” 2 x 36 en modo de rendimiento elevado

Estudio clinico

La precision clinica de la solucién VeriSeq NIPT en relacién con los resultados de una evaluacién estandar de la
referencia clinica se demostré mediante la evaluacion de muestras de plasma de mujeres embarazadas con un
Unico embrion sometidas a pruebas de reconocimiento prenatal de aneuploidias cromosémicas fetales.

Las muestras se obtuvieron a partir de muestras de plasma guardadas en banco y sin identificacion que
anteriormente se habian procesado a partir de muestras de sangre total periférica.

Se probé un total de 3107 muestras, de las cuales, 21 (0,68 %, 21 de 3107) no superaron el CC del ensayo en la
primera ronda durante el analisis de los datos de secuenciaciéon completados:

Once no superaron iFACT.
Ocho tenian datos fuera del intervalo previsto.

Dos tenian una distribucién del tamafo de los fragmentos fuera del intervalo previsto.

Demografia y caracteristicas del embarazo
La edad de la madre, el origen étnico, la edad gestacional y el trimestre del embarazo se resumen en la Tabla 7.
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Tabla7 Demografia y caracteristicas del embarazo

(n = 3086)
Edad de la madre: afios
Media 36,8
Desviacién estandar 3,6
Mediana 36,7
Percentil 25, percentil 75 35,3y 38,8
Minimo, maximo 18,2y 51,6
Raza/Origen étnico: n (%)?
Blanca o caucasica 981 (32 %)
Negra o afroamericana 231 (7 %)
Hispana o latina 1079 (35 %)
Asiatica 706 (23 %)
Americano nativo 4 (0,1 %)
Mixta 58 (2 %)
Desconocida® 27 (1 %)
Edad gestacional en el momento de la extraccion: semanas
Media 12,2
Desviacion estandar 2,8
Mediana 11
Percentil 25, percentil 75 10y 13
Minimo, maximo 10y 25
Trimestre de embarazo: n (%)
Primero (<14 semanas) 2520 (82 %)
Segundo 566 (18 %)
Tercero (=27 semanas) 0 (0 %)

2 Estudio realizado en Estados Unidos.
b Indicado como “desconocida”.

Rendimiento clinico en embarazos de un Unico embridn

Todas las muestras del estudio tenian resultados estandar de referencia clinica (realidad clinica) relacionados
con un estado de aneuploidia y se basaron en la evaluacién de un facultativo o asesor genético a partir de
resultados de pruebas citogenéticas o examenes fisicos de recién nacidos. Las muestras eran vdlidas para la
prueba si se registraban resultados clinicos de estado de aneuploidia fetal de los cromosomas 21,18y 13, 0
bien resultados del sexo del feto que incluyeran aneuploidia del cromosoma sexual (SCA) (monosomia X, XXX,
XXY o XYY). Dentro del conjunto de la muestra, 3057 muestras contenian datos de referencia clinica de
aneuploidias autosémicas y 3082 tenian datos de referencia clinica de SCA. Los resultados obtenidos del
ensayo con la solucién VeriSeq NIPT se compararon con los resultados estandar de referencia clinica.

Tabulacion cruzada del resultado de la solucion VeriSeq NIPT frente al resultado estandar de
la referencia clinica para la trisomia del 21, trisomia del 18 y trisomia del 13

Se muestra una tabulacion cruzada de los resultados de la solucion VeriSeq NIPT (filas) frente al resultado
estandar de la referencia clinica (columnas) en una serie de tablas de 2 x 2. No ha habido instancias de llamadas
cruzadas entre aneuploidias autosémicas (p. €j., la solucion VeriSeq NIPT no detect6 trisomia del 18 en una
muestra que contuviera un resultado afectado por trisomia del 21).
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Tabla 8 Tabulacién cruzada de resultados de trisomia del 21

Referencia clinica
Resultado estandar?

Resultado de la solucion VeriSeq NIPT t:;if:?:zgog 1 '\::sifri(i:;ag:l pzc:r Total

Aneuploidia del cromosoma 21 detectada 90 1 91
Aneuploidia de cromosoma 21 no detectada 1 2965 2966
Total 91 2966 3057

a La evaluacion estandar de la referencia clinica se realizé con pruebas citogenéticas o mediante examen fisico de recién
nacidos.

Tabla 9 Tabulacién cruzada de resultados de trisomia del 18

Referencia clinica
Resultado estandar?

Resultado de la solucion VeriSeq NIPT t:;if;?:zgo;s '\:gsif;?;agzl p:c;r Total
Aneuploidia del cromosoma 18 detectada 18 3 21

Aneuploidia de cromosoma 18 no detectada 2 3034 3036

Total 20 3037 3057

a La evaluacion estandar de la referencia clinica se realizé con pruebas citogenéticas o mediante examen fisico de recién
nacidos.

Tabla 10 Tabulacién cruzada de resultados de trisomia del 13

Referencia clinica
Resultado estandar?

Resultado de la solucion VeriSeq NIPT tr?;i?:?:zgo;s '\::‘:se:ri(i:;agzl l:?; Total
Aneuploidia del cromosoma 13 detectada 8 4 12

Aneuploidia de cromosoma 13 no detectada 0 3045 3045

Total 8 3049 3057

a La evaluacion estandar de la referencia clinica se realizé con pruebas citogenéticas o mediante examen fisico de recién
nacidos.

Sensibilidad y especificidad de la solucion VeriSeq NIPT para la deteccion de
trisomias del 21,18y 13

Tabla 11 Sensibilidad y especificidad de la solucién VeriSeq NIPT para la deteccién de trisomias del 21,18 y 13

Trisomia del 21 Trisomia del 18 Trisomia del 13
Sensibilidad 98,9 % (90/91) 90,0 % (18/20) 100,0 % (8/8)
IC del 95 % bilateral? (94,0 %, 99,8 %) (69,9 %, 97,2 %) (67,6 %, 100,0 %)
Especificidad >99,9 % (2965/2966) 99,9 % (3034/3037) 99,9 % (3045/3049)
IC del 95 % bilateral? (99,8 %, 100,0 %) (99,7 %, 100,0 %) (99,7 %, 99,9 %)

2 |C segln el método de puntuacién de Wilson
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Sensibilidad y especificidad de la solucion VeriSeg NIPT en muestras con una estimacion de la fraccion fetal
de<4%y>4%

Las muestras de los andlisis de rendimiento contienen fracciones fetales estimadas que oscilaban entre <1 % y
30 %. La deteccién de aneuploidias fetales en el ADN sin células materno depende en parte de la fraccién fetal
de cada muestra. Por lo tanto, el rendimiento del ensayo puede ser inferior con fracciones fetales mas bajas.
Algunas metodologias de NIPT aplican un limite estricto de fraccion fetal® ' ' 12 del 4 %, puesto que
consideran que es la fraccion minima para la deteccion.® %' Las siguiente tablas muestran el rendimiento de
la solucién VeriSeq NIPT con una fraccién estimada igual o inferior al 4 % y superior al 4 %. Los resultados del
estudio clinico demuestran que la solucion VeriSeq NIPT puede detectar la aneuploidia fetal con fracciones
fetales del 4 % o inferiores.

Tabla 12 Sensibilidad y especificidad en muestras con una estimacioén de fraccién fetal < 4 %

Trisomia del 21 Trisomia del 18 Trisomia del 13
Sensibilidad 90,9 % (10/11) 80,0 % (4/5) N/A (0/0)
IC del 95 % bilateral* (62,3 %, 98,4 %) (37,6 %, 96,4 %) N/D
Especificidad 99,7 % (329/330) 100,0 % (336/336) 99,7 % (340/341)
IC del 95 % bilateral* (98,3 %, 99,9 %) (98,9 %, 100 %) (98,4 %, 99,9 %)

*|C segun el método de puntuacion de Wilson

Tabla 13 Sensibilidad y especificidad en muestras con una estimacion de fraccion fetal > 4 %

Trisomia del 21 Trisomia del 18 Trisomia del 13
Sensibilidad 100,0 % (80/80) 93,3 % (14/15) 100 % (8/8)
IC del 95 % bilateral* (95,4 %, 100,0 %) (70,2 %, 98,8 %) (67,6 %, 100,0 %)
Especificidad 100,0 % (2636/2636) 99,9 % (2698/2701) 99,9 % (2705/2708)
IC del 95 % bilateral* (99,9 %, 100,0 %) (99,7 %, 100 %) (99,7 %, 100 %)

*|C segun el método de puntuacién de Wilson

Deteccion de aneuploidias en cromosomas sexuales

Los resultados de cromosomas sexuales de la solucion VeriSeq NIPT se compararon con los resultados
estandar de lareferencia clinica y se resumen en la tabla siguiente. Se calculé el porcentaje de concordancia de
cada cromosoma sexual dentro de los resultados (clasificacion) estandar de la referencia clinica. El porcentaje
de concordancia se calculé como el nimero de muestras en las cuales la llamada de cromosomas sexuales de
la solucion VeriSeq NIPT coincidié con la clasificacion estandar de la referencia clinica, dividida entre el nimero
total de muestras con la misma clasificacién estandar en la referencia clinica.
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Tabla 14 Porcentaje de concordancia para la clasificacion del sexo del feto

Resultadoestandar de la referencia clinica

Resultados Resultado de examen
de la fisico de recién nacidos . -
= . Resultados citogenéticos
solucién [Sin resultados
VeriSeq NIPT citogenéticos]
para la
clasificacion
del sexo del Mujer Hombre XX XY X0 XXX XXY XYY Otro?
feto
Porcentaje 99,9 % 99,9 % 97,4 % 100,0 % 100,0% 80,0% 100,0% 100,0 % No
de (1371/1373)  (1420/1422) (147/151) (118/118) (6/6) (4/5) (5/5) (1/1) aplicable
concordantes

a1 muestra fue 49, clasificada como XXXXY por la solucién VeriSeq NIPT como “Sex chromosome not reportable” (No se
puede generar un informe de cromosoma sexual).

Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de la solucion VeriSeq NIPT para la
deteccidon de trisomias del 21, 18 y 13 para un intervalo de prevalencias

El valor predictivo positivo (PPV) y el valor predictivo negativo (NPV) de la prueba proporcionan informacion
relativa a su capacidad para notificar decisiones clinicas en funcién de la sensibilidad de la prueba, la
especificidad y la probabilidad de prueba previa de que el feto esté afectado por una trisomia (prevalencia).
Dado que PPV y NPV dependen de la prevalencia y que la prevalencia de estas aneuploidias puede variar entre
las diferentes poblaciones, PPV y NPV se han calculado a partir de la sensibilidad y especificidad observadas en
el estudio de precisién clinica de las trisomias del 21, 18 y 13. La tabla siguiente resume los PPV y NPV para un
intervalo de valores de prevalencia factibles.

Tabla 15 Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de la solucién VeriSeq NIPT para la deteccion de
trisomias del 21,18 y 13 para un intervalo de prevalencias

Aneuploidia Prevalencia PPV NPV
Trisomia del 21 0,05 % 59,48 % 100,00 %
0,10 % 74,60 % 100,00 %
0,20 % 85,47 % 100,00 %
0,50 % 93,65 % 99,99 %
1,00 % 96,74 % 99,99 %
1,50 % 97,81 % 99,98 %
2,00 % 98,36 % 99,98 %
Trisomia del 18 0,03 % 21,48 % 100,00 %
0,05 % 31,32 % 99,99 %
0,10 % 47,711 % 99,99 %
0,20 % 64,62 % 99,98 %
0,30 % 73,28 % 99,97 %
0,40 % 78,54 % 99,96 %
0,50 % 82,08 % 99,95 %
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Aneuploidia Prevalencia PPV NPV
Trisomia del 13 0,01 % 7,09 % 100,00 %
0,02 % 13,23 % 100,00 %
0,05 % 27,61 % 100,00 %
0,10 % 43,29 % 100,00 %
0,20 % 60,44 % 100,00 %

NPV = valor predictivo negativo, PPV = valor predictivo positivo

Rendimiento en embarazos gemelares

Rendimiento clinico

Debido a su baja prevalencia, solo se dispuso de un pequeno nimero de muestras gemelares para el estudio
clinico. En la prueba se incluyeron cuatro muestras gemelares con trisomia del 21 y en todas ellas se detecté
trisomiadel 21, asi como ausencia de cualquier otra anomalia. No obstante, debido a que el nimero de
muestras gemelares fue demasiado bajo, los niveles de confianza para la sensibilidad y la especificidad son
demasiado amplios como para tener utilidad practica. Por lo tanto, estas muestras no se han incluido en los
célculos de rendimiento generales detallados en la Tabla 11.

Estimacion del rendimiento para trisomia del 21,18 y 13

Para estimar con mayor precisién el rendimiento de la solucion VeriSeq NIPT en embarazos gemelares, se
usaron modelos por ordenador (in silico) basados en observaciones provenientes de muestras clinicas, para
simular poblaciones de embarazos gemelares coherentes con la poblacién para el uso previsto. Se determiné la
distribucién de la fraccion fetal a partir de aproximadamente 4500 muestras gemelares y se comparé con la
distribucion de aproximadamente 120 000 muestras de embarazos de un Unico embridén. Se determiné la
distribucion de la fraccion fetal con estado de aneuploidia a partir de llamadas putativas en embarazos de un
Unico embrion (1004 de trisomia del 21, 312 de trisomia del 18 y 197 de trisomia del 13). La combinacién de las
dos distribuciones permitié inferir la deteccion de aneuploidia en gemelos. Se simularon conjuntos de gemelos
dicigéticos y monocigéticos, y se tomé una media ponderada que representara su prevalencia en la poblacion
para el uso previsto (2 dicigéticos: 1 monocigético) para estimar la sensibilidad. Para estimar la especificidad se
simularon conjuntos de gemelos no afectados.

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

e En el caso de los gemelos monocigéticos, la fraccién afectada de cada muestra se establecié como 1,0
porque, en esta situacion la trisomia afecta a ambos gemelos.

e En el caso de los gemelos dicigoticos, se asumié que solo uno de los gemelos estaba afectado (es muy
improbable que ambos gemelos dicigéticos se vean afectados). Los valores de la fraccion afectada se
simularon mediante la distribucion conocida de los ratios de fraccion fetal segin se determina en muestras
gemelares clinicas de distinto sexo. Se adopt6é un enfoque conservador segun el cual se asumioé que el gemelo
afectado siempre tenia la fraccion fetal menor de los dos gemelos. Se aplicé un factor de correccion a las
fracciones fetales con menor afeccion media en embarazos con trisomia del 13y del 18.

e En el caso de los gemelos no afectados, la fraccién afectada de cada muestra se establecié en cero.

En el caso de los gemelos afectados por trisomia del 18 o del 13, la fraccién fetal correspondiente a la fraccién

afectada de la muestra se redujo de forma proporcional a la reduccién media de la fraccién fetal observada en

los datos clinicos en embarazos de un Unico embrién con trisomia del 18 o del 13 frente a embarazos de un

Unico embrién euploide.

Tanto la fraccion fetal general como la fraccién afectada de cada muestra simulada se usaron luego para
calcular una puntuacién de aneuploidia mediante el algoritmo estandar de la solucién VeriSeq NIPT. La
sensibilidad se calculé determinando la frecuencia con la que las puntuaciones de aneuploidia para los gemelos
afectados simulados era superior al correspondiente dintel de corte de aneuploidia. Por lo que respecta a la
especificidad, se calculé mediante determinando la frecuencia con la que las puntuaciones de aneuploidia para
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los gemelos no afectados simulados era inferior al correspondiente dintel de corte de aneuploidia. (Tabla 16).
Se estimaron intervalos de confianza del 95 % segun el nimero de muestras gemelares clinicas reales del
conjunto de datos original, que se clasificaron como afectadas o no afectadas por la trisomia correspondiente.

Tabla 16 Estimaciones para trisomia del 21, 18 y 13 en poblacién simulada de embarazos gemelares

Trisomia del 21 Trisomia del 18 Trisomia del 13
Sensibilidad 97,1 % 95,8 % 95,1 %
IC del 95 % bilateral* (87,9 %, 99,2 %) (66,7 %, 99,5 %) (67,7 %, 99,3 %)
Especificidad 99,9 % >99,9 % >99,9 %
IC del 95 % bilateral (99,7 %, 99,9 %) (99,9 %, >99,9 %) (99,9 %, 99,9 %)

*IC segun el método de puntuacion de Wilson
Para la Tabla 16, las estimaciones puntuales y los intervalos de confianza estimados del 95 % para la
sensibilidad y la especificidad de la solucion VeriSeq NIPT para detectar la trisomia del 21,18 y 13 se
determinaron a partir de una poblacién simulada de embarazos gemelares coherente con la poblacién para el
uso indicado. Los intervalos de confianza se estimaron segun el nimero de muestras gemelares clinicas que
superaron el CC clasificadas como afectadas o no afectadas por la trisomia correspondiente. El calculo 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 16 corresponden solo a embarazos gemelares. Debido a que su
prevalencia es aun menor, los datos de embarazos multiples de orden superior (trillizos 0 mas) eran
insuficientes para establecer modelos estadisticos adecuados a partir de los cuales poder estimar la precision
de la deteccion de la aneuploidia.

Rendimiento analitico

Precisién
Se han realizado dos estudios para evaluar la precision de la solucién VeriSeq NIPT:

Un estudio de reproducibilidad interna descentralizado que constaba de nueve experimentos en tres centros
con tres operadores y un unico lote de reactivos.

Un estudio de precisién en laboratorio que constaba de 12 experimentos en un mismo centro con dos
operadores, dos sistemas de instrumentos y tres lotes de reactivos.
Se cred un grupo de trisomia del 21 con 5 % de fraccién fetal mediante la combinacion de ADN sin células
extraido de plasma materno de mujeres embarazadas (con feto afectado por trisomia del 21) y ADN sin células
extraido del plasma de mujeres no embarazadas. También se someti6é a pruebas el ADN sin células agrupado
extraido de plasma materno de embarazos de feto masculino (XY) y femenino (XX) no afectados. Se realizaron
pruebas durante 10 dias con un total de 21 experimentos en los dos estudios combinados.

De las 903 muestras incluidas en los andlisis de los dos estudios, hubo una coincidencia del 100 %, con

84 de 84 para trisomia del 21, 399 de 399 para clasificacion del sexo XX y 420 de 420 para clasificacién del sexo
XY. La distribucién de muestras por centro fue la siguiente: centro 1: T21 (12), XX (57), XY (60); centro 2: T21
(12), XX (57), XY (60); centro 3: T21 (60), XX (285), XY (300).

Tabla 17 Reproducibilidad y precision intralaboratorio (datos combinados)

Esperado Intentos Llamadas observadas

T21 T18 T13 XX XY
T21 (XY) 84 84 0 0 0 84
XX 399 0 0 0 399 0
XY 420 0 0 0 0 420
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Contaminacion cruzada

La contaminacién cruzada se evalué en el flujo de trabajo de preparacion de muestras de la solucién VeriSeq
NIPT. Los grupos de plasma de mujeres no embarazadas (XX) y varones adultos (XY) se probé 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; 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 contaminacién cruzada de muestras masculinas dentro de la misma
placa. No se observé contaminacién cruzada detectable en la solucién VeriSeq NIPT.

Sustancias que pueden interferir
Para evaluar el impacto de las sustancias que pueden interferir en la solucion VeriSeq NIPT, el rendimiento del
ensayo se evalud en presencia de sustancias potencialmente interferentes.

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

Tabla 18 Sustancias potencialmente interferentes (enddgenas)

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

Bilirrubina 0,01 0,15

Hemoglobina 100 200

Triglicéridos 1,5 5

El ADN genémico (ADNg) materno presente de manera natural en el plasma también puede interferir en el
rendimiento del ensayo, ya que se puede extraer junto con el ADN sin células fetal. Se afiadieron niveles de
ADN gendémico de 1,6, 3,3 y 4,9 ng por muestra (que se corresponden con la una desviacion estandar de 1, 2y
3 sobre la media prevista de concentracion de ADN genémico tras 7 dias de almacenamiento de sangre total'?)
al ADN sin células extraido del plasma materno de embarazos femeninos (feto XX) no afectados. A
continuacién, las muestras se probaron en la solucion VeriSeq NIPT (n=16 para cada concentracién). No se
observo interferencia alguna en el rendimiento del ensayo en presencia de niveles elevados de ADN genémico.

Se probaron veinte medicamentos potencialmente interferentes (exégenos) que se toman o recetan
habitualmente durante el embarazo conforme a EP7-A2 (Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved
Guideline; 2.2 edicion). 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 la
solucién VeriSeq NIPT (n=16 para cada grupo). No se observo interferencia en el rendimiento del ensayo en
presencia estas sustancias exégenas.

Tabla 19 Sustancias potencialmente interferentes (exégenas)

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

Entrada
insuficiente de
plasma

Fallo de tubo
de sangre

Obstruccion
en muestra/
Flujo lento

Resultado
posible

Error de CC de
muestra

Sin separacién
de sangre en
capas

Contaminacion
del plasma

Desbordamiento
de la muestra

Fallo de
hardware

Interpretacion

Volumen de
plasma
insuficiente

Muestra no
centrifugada

Transporte o
almacenamiento
incorrectos de la
muestra (lisis de
la muestra)

Las muestras
individuales
pueden obstruir
la placa de unién
si hay
contaminacion
suficiente en la
muestra de
plasma.

Inspeccién
visual
inadecuada de
cada tubo para
determinar la
idoneidad de la
muestra.

Absorcion
inadecuada de
la muestra
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Accién recomendada

Vuelva a extraer la
muestra

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

Vuelva a extraer la
muestra.

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

Invalide las muestras de
los pocillos cercanos
afectados por el
desbordamiento.

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

Comentarios

Segun inspeccién visual de volumen

de plasma.

Las muestras congeladas no se

separan.

Puede indicar unas condiciones de

transporte o conservacion

incorrectas de la muestra antes del
procesamiento. Las muestras no

aptas deben descartarse del

procesamiento.

Agosto de 2021



Tipo de fallo

Error de CC
de andlisis de
muestra
individual

Error de CC
de
cuantificacion

Error de
agrupacion

Resultado
posible

Error de CC de
secuenciacion

Recuento bajo
de FF (fetal
fraction, fraccién
fetal) o NES (non-
excluded sites,
sitios no
excluidos)

Error de
ejecucion de
cuantificacion:
mediana del lote
inferior al minimo

Error de
ejecucion de la
cuantificacion

Error al realizar
la agrupacion de
la muestra

Interpretacion

Informacion
genética
insuficiente o
error de
transferencia
durante la
manipulacion de
la muestra

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

Rendimiento del
proceso
insuficiente

Error de curva
estandar debido
a una
cuantificaciéon
incorrecta

El andlisis de
agrupacion no
puede calcular
los volimenes
correctos de los
grupos.

Accién 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.

Repita la cuantificacion.
Si la repeticion también
da error, pongase en
contacto con el servicio
de asistencia técnica de
lllumina.

Repita la cuantificacion.
Si la repeticion también
da error, péngase en
contacto con el servicio
de asistencia técnica de
lllumina.

Evalle de nuevo la
concentracion del grupo
objetivo y realice de
nuevo el andlisis de
agrupamiento.

Solucidn de problemas de VeriSeq NIPT Microlab STAR

Paso del
proceso

Creacion de
lotes

Creacion de
lotes

Agosto de 2021

Cadigo Cuadro de SesaiEn

de error didlogo de error

EMO0044 El ID de lote La solucion VeriSeq NIPT solo
introducido admite numeros, letras, guiones y
contiene guiones bajos en los campos de
caracteres no datos.
permitidos.

EMO0051 El ID de lote La solucion VeriSeq NIPT tiene un
supera los 26 limite de 26 caracteres para los
caracteres. nombres de lote.

Prospecto de VeriSegNIPT Solution

Comentarios

Indica una entrada de muestras
incorrecta de la muestra 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
secuenciacion.

Si se superan los criterios de
medicioén de curvas estandar,
significa que hay un problema con
la preparacion de bibliotecas.

Solucion

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

Cambie el nombre del lote con un
nombre de menos de 26 caracteres.
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Paso del
proceso

Creacion de
lotes

Creacion de
lotes

Creacion de
lotes

Aislamiento
del plasma

Aislamiento
del plasma

Carga de
placas

Extraccion
del ADN sin
células

Cadigo
de error
EMO0076

EMO0118

N/D

WP0087

EP0102

N/D

WE0150

Cuadro de
dialogo de error

No es posible
conectar con el
servidor VeriSeq
Onsite.

Este lote ha
fallado y no se
puede seguir
procesando.

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

La presién de la
camara de vacio
es demasiado
baja.

Descripcion

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

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

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

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

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

Workflow Manager se encarga de
aplicar la asociacion correcta
entre placa y lote mediante
mascaras de cédigo de barras
Venus.

Workflow Manager no continuara
si el sensor de presion de la
linea de vacio en reposo es
<400 torr.
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Solucion

Compruebe lo siguiente:

1. ML STAR esta conectado a la red.
2. El servidor VeriSeq Onsite esta
encendido.

3. ML STAR se puede conectar al
servidor VeriSeq Onsite (mediante
solicitud de ping).

4. Si los pasos anteriores no
resuelven el problema, escriba un
correo electronico al servicio de
asistencia técnica de lllumina.

El registro del lote del servidor
VeriSeq Onsite indica que el lote
seleccionado ha fallado. No se puede
seguir procesando. Cree otro lote con
las muestras que desee.

Para volver a crear un grupo, haga clic
en Re-Pool (Volver a crear un grupo).
o

Anule este método y vuelva a
comprobar el nombre de lote.

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

2. Quite las muestras y cambie la
etiqueta o sustitiyalas.

3. Vuelva a cargar las muestras.

1. Siga las indicaciones de Workflow
Manager para identificar las muestras
que faltan.

2. Ahada al lote las muestras que
faltan y vuelva a cargar las muestras.
o

Anule el método, modifique la hoja de
muestras y carguelo de nuevo.

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

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

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

2. Abra las pinzas de desconexion del
conducto de residuos, deje que se
reduzca la 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.
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Paso del
proceso

Cadigo
de error
WEO0153

WE0996

WMO0219

EE0477

EE0519

Agosto de 2021

Cuadro de
dialogo de error

La presion de la
camara de vacio
es demasiado
alta.

Junta de vacio
errénea

Si el vacio esta
activado,
detenga la
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
codigo de
barras de unién
registrado.

Descripcion

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

El sistema no logra crear una
junta de vacio en la placa de
unioén.

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
indica al usuario que termine de
mover la placa manualmente.

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

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

NOTA: No seleccione OK (Aceptar)
hasta que resuelva completamente
el error.

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

2. Haga clic en OK (Aceptar) para
continuar con la extraccion del ADN
sin células.

3. Si se muestra este mensaje de
error mas de tres veces en un
experimento, péngase en contacto por
correo electrénico con el servicio de
asistencia técnica de lllumina.

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

2. Espere 10 segundos y pulse de
nuevo el botén de encendido para
apagar el vacio.

Asegurese de que la placa se puede
recuperar (no se ha derramado
material).

- Si no se puede, cancele el
experimento.

- Si se puede, 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 esperado).
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Paso del
proceso

API

Cadigo
de error
EA0372

EA0774

EAO0780

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 servidor VeriSeq Onsite no
responde a las solicitudes de
datos de Workflow Manager.

El servidor VeriSeq Onsite 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.
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Solucion

Compruebe lo siguiente:

1. ML STAR esta conectado a la red.
2. ML STAR se puede conectar al
servidor VeriSeq Onsite (mediante
solicitud de ping).

3. El servidor VeriSeq Onsite esta
encendido.

Compruebe lo siguiente:

1. ML STAR esta conectado a la red.
2. ML STAR se puede conectar al
servidor VeriSeq Onsite (mediante
solicitud de ping).

3. El servidor VeriSeq Onsite esta
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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Patentes y marcas comerciales

Este documento y su contenido son propiedad exclusiva de lllumina, Inc. y sus afiliados ("lllumina") y estan previstos solamente
para el uso contractual de sus clientes en conexion con el uso de los productos descritos en él y no para ningun otro fin. Este
documento y su contenido no se utilizaran ni distribuiran con ningln otro fin ni tampoco se comunicaran, divulgaran ni reproduciran
en ninguna otra forma sin el consentimiento previo por escrito de lllumina. lllumina no transfiere mediante este documento ninguna
licencia bajo sus derechos de patente, marca comercial, copyright ni derechos de autor o similares derechos de terceros.

Para asegurar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, el personal cualificado y adecuadamente
capacitado debe seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender completamente
todo el contenido de este documento antes de usar estos productos.

SI NO SE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES DESCRITAS EN
ESTE, PODRIAN PRODUCIRSE DANOS EN EL PRODUCTO, LESIONES PERSONALES, INCLUIDOS LOS USUARIOS U OTRAS
PERSONAS Y DANOS EN OTROS BIENES Y QUEDARA ANULADA TODA GARANTIA APLICABLE AL PRODUCTO.

ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA DERIVADA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUIi DESCRITOS
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