Ptibalovy letdk k sadé reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro

Sada reagencii MiSeq™Dx Reagent Kit
v3 Micro

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO

Ugel pouziti

llumina MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro je sada reagencii a spotfebnich materiald uréenych pro
sekvenovani knihoven vzork( pfi provadéni validovanych rozborl. Sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit
v3 Micro je uréena k pouZiti s pfistrojem MiSeqDx a analytickym softwarem.

Principy postupu

Jako vstup tato sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro pouziva knihovny pfipravené z DNA, kdy
se indexy vzork{ a zachycené sekvence pripojuji k cillim. Knihovny vzork( se zachyti v priitokové kyveté
a jsou pfistrojem sekvenovany pomoci technologie syntézy sekvenovanim (SBS). Technologie SBS
vyuzivd metodu reverzibilniho terminatoru k detekci fluorescenéné znacenych jednotlivych
nukleotidovych bazi tak, jak se zacdlenuji do rostoucich fetézcl DNA.

Sada reagencii MiSegDx Reagent Kit v3 Micro je navrzena tak, aby podporovala nizsi vykonnostni
moznosti vzorkl pro vybrané rozbory v diagnostickém (Dx) rezimu. Pokyny naleznete v pfibalovém
letaku rozboru.

Pokyny k sekvenovani na pfistroji MiSegDx naleznete v pfibalovém letaku k pfistroji MiSeqDx pro vasi
oblast a verzi softwaru pfistroje.

Sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro je uréena pro pouziti s pfistroji s opera¢nim softwarem
MiSeq Operating Software (MOS) v4 nebo novéjsim.

Omezeni postupu

* Urceno k diagnostice in vitro.

* Omezenipopsana v tomto pfibalovém letdku jsou zalozena na reprezentativnich rozborech a
softwarovych modulech, véetné modull Germline Variant a Somatic Variant softwaru Local Run
Manager, které byly vyvinuty za G€elem vyhodnoceni vysledkl reprezentativnich rozbord.
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» Cteniobsahujiciinzerce, delece nebo jejich kombinace (indely).
Ctenli, kde je délka obsahu > 25 bazovych parl (bp) rozborovy software nesefadi. Proto indely o
délce > 25 bazovych pard (bp) nelze rozborovym softwarem detekovat.
* Systém byl validovan pro detekci jednonukleotidovych variant (SNV) a deleci o délce az 25 bp a
inzerci o délce az 24 bp pfi pouziti se softwarem s moduly Germline Variant a Somatic Variant.
Pro somaticka pfifazeni, pfi frekvenci variant 0,05, byly detekovany delece 25 bp a inzerce 18 bp.
* Rozborovy software nemusi sefadit ¢teni amplikond s extrémnim obsahem variant, coz mlze
vyustit v to, Ze oblast bude vykazana jako divoky typ. Takovy extrémniobsah zahrnuje:
— Cteni obsahuijici vice nez t¥i indely
— Ctenio délce alespori 30 bp s obsahem SNV (jednonukleotidova varianta) > 4 % celkové cilové
délky amplikonu (vyjma sondovacich mist)

— Ctenio délce <30 bp s obsahem SNV >10 % celkové délky amplikonu (v&etné oblasti sondy)

* Velké varianty, véetné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indell, mohou byt ve vystupnim
souboru VCF vykazany jako samostatné mensi varianty.

* Varianty deleci mohou byt pfi pfemosténi dvou prekryvajicich amplikon filtrovany nebo opomenuty,
je-li délka delece vétsi nez prekryv mezi prekryvajicimi amplikony, nebo se mu rovna.

* Systém nedokaze detekovat indely, pokud sousedi pfimo s primerem a neni zde Zadny prekryvajici
amplikon. U oblasti s pfekryvajicimi amplikony rozbor nedokaze detekovat delece, pokud je oblast
prekryti mensinez velikost delece, ktera se ma detekovat. Pokud napfiklad oblast prekryti dvou
sousedicich amplikond zahrnuje dvé baze, rozbor nedokaze detekovat Zadné delece véetné téchto
dvou bazi. Delece jedné baze na kterékoliv z té&chto bazi zjisténa byt mize.

* Podobné jako u jakéhokoliv pracovniho postupu pfipravy knihovny na bazi hybridizace mohou vlastni
polymorfismy, mutace, inzerce ¢i delece ve vazebnych oblastech oligonukleotidd ovlivnit alely,
na néz sonda cili, a tedy i signdly uskute¢néné v prlibéhu sekvenovani. Priklad:
— Varianta ve fazi s variantou v oblasti primeru nemusi byt amplifikovana, coz ma za nasledek
faleSné negativni vysledek.

— Varianty v oblasti primeru by mohly zabranit amplifikaci referencni alely, coZ by vedlo k
nespravnému signalu homozygotni varianty.

— Varianty indeld v oblasti primeru mohou zpUdsobit falesné pozitivni volani na konci &teni
pfilehlého k primeru.

* Pokud se indely vyskytnou pobliz konce jednoho ¢teni a b&éhem sefazeni se jemné pfipnou,
Ize je kvlli vychyleni vidken filtrovat.

* Malé MNV se nepotvrdi a jsou vykazany pouze v modulu pro analyzu somatickych variant.

* Delece se vykazou ve VCF na soufadnici pfedchazejici baze v souladu s formatem VCF. Proto se v
pfipadech pfiléhajicich variant musi zvazit, nez se vykaze, ze signal individualni baze je homozygotni
reference.
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* Omezeni specificka pro germinalni postup:

Pfistroj MiSeqDx pouzivajici modul Germline Variant softwaru Local Run Manager je uréen k
poskytovani kvalitativnich vysledk{ volani germindinich variant (napf. homozygotnich,
heterozygotnich, divokého typu).

PFi pouziti s modulem pro analyzu germinalnich variant je pro pfesné volani variant potfeba
minimalni pokryti na amplikon 150x. V ddsledku toho je potieba 150 podplrnych fragment(
DNA, coz odpovida 300 prekryvajicim se ¢tenim parovych koncd. Pocet vzorkl a celkovy cileny
podet bazi ovliviluje pokryti. Pokryti mize byt ovlivnéno obsahem GC a jinym obsahem genomu.
Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni nebo heterozygotni, mize byt ovlivnéno
variabilitou poctu kopii.

Varianty v urc¢itém opakujicim se kontextu se vyfiltruji do souborl VCF. Filtr opakovani RMxN se
pouziva k filtrovani variant, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované
vyskytuje celd nebo ¢ast sekvence varianty. V pfipadé signalu varianty zarodecné linie vyzaduje
filtrace varianty minimalné devét opakovani v referenci, pficemz se zohledni pouze opakovani o
délce do 5 bp (R5x9).

* Specifickd omezeni tykajici se somatickych variant:

PFistroj MiSeqDx pouzivajici modul Somatic Variant softwaru Local Run Manager je navrzen tak,
aby poskytoval kvalitativni vysledky signalu somatickych variant (napf. pfitomnost somatické
varianty s ¢etnostni varianty 20,026 s limitem detekce 0,05).

PFi pouziti s modulem pro analyzu somatickych variant je pro pfesné volani variant potfeba
minimalni pokryti na amplikon 450x na oligonukleotidovy fond. Na jeden fond oligonukleotid je
tedy zapottebi 450 podplrnych fragmentd DNA, coz odpovida 900 piekryvajicim se étenim
parovych koncl. Pocet vzorkl a celkovy cileny pocet bazi ovliviiuje pokryti. Pokryti miize byt
ovlivnéno obsahem GC a jinym obsahem genomu.

U volani somatickych variant je pro filtrovani varianty potfeba alespon Sest opakovaniv
referenci, pfi¢emz se berou v Uvahu pouze opakovani o délce max. 3 bp (R3x6).

Modul pro analyzu somatickych variant nedokaze rozlisit mezi germinalnimi a somatickymi
variantami. Modul je uréen k detekovani variant v celé fadé frekvenci variant, ale frekvenci
variant nelze pouzit k rozliSeni somatickych variant od germindlnich variant.

Detekci variant ovliviiuje normalni tkan ve vzorku. Vykazana mez detekce je zaloZzenda na
frekvenci variant vzhledem k celkové DNA izolované z nddoru a z normalni tkané.

Slozky produktu

Sada reagencii lllumina MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro, katalogové ¢. 20063860, obsahuje nasleduijici
polozky:

* Pufr pro fedéni knihoven, pritokova kyveta a reagencie po amplifikaci
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Dodaneé reagencie

Sada reagencii lllumina MiSegDx Reagent Kit v3 Micro je sada reagencii a spotifebnich materiald

k jednorazovému pouziti pro sekvenovani jednoho cyklu jedné nebo vice knihoven vzorkd na pfistroji
MiSeqDx. Pocet knihoven vzork( zavisi na multiplexaci podporované upstream metodou pfipravy
knihovny.

Uplny seznam reagencii obsazenych v této sadé naleznete v nasleduijicich tabulkéch.

Sada reagencii MiSegDx Reagent Kit v3 Micro,
krabice 1

Tabulka 1 Krabice 1, reagencie po amplifikaci

Objem .
Komponenta Mnozstvi Jv . U¢inné latky Skladovani
plnéni
Pufr pro fedéni knihoven 1 4,5ml Pufrovany vodny roztok -25°Caz
zkumavka -15°C
Kazeta reagencii 1kus RGzné Predem naplnénd kazeta na -25°Caz
MiSeqDx Reagent v3 jedno pouziti -15°C

Cartridge Micro (Stitek
na ¢tedce RFID)

Sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro,
krabice 2

Tabulka 2 Krabice 2, reagencie po amplifikaci
Objem

Komponenta Mnozstvi . Uginné latky Skladovani
plnéni

Roztok pro SBS MiSegDx  1lahev 500 ml Pufrovany vodny roztok 2°Caz8°C

(PR2) (Stitek na Ctecce

RFID)

Pritokova kyveta Tkus Nepouzivd Sklenéna pritokova kyveta 2°Caz8°C

MiSeqDx (Stitek na se pro sekvenovani parovych

CtecCce RFID) koncul k jednorazovému

pouZiti, v pufrovaném
vodném roztoku
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Skladovani a manipulace

Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.

Ndasledujici reagencie se dodavaji zmrazené a jsou stabilni pfi skladovani pfi teploté -25 °C az -15 °C
az do uvedeného data konce pouzitelnosti.

— Pufr pro fedéni knihoven

— Kazeta reagencii MiSegDx Reagent v3 Cartridge Micro

POZNAMKA; Pufr pro fedéni knihoven a kazeta reagencii MiSeqDx Reagent v3 Cartridge Micro
jsou pouze na jedno pouZiti a jsou stabilni maximalné po jednom rozmrazenina
pokojovou teplotu pfed uvedenym datem konce pouzitelnosti. Po rozmrazenije
tfeba vlozit kazetu reagencii s knihovnou vzorkl a okamzité spustit sekvenovanina
pristroji MiSeqgDx. Pfipadné Ize rozmrazenou kazetu reagencii uchovavat pfi teploté
2°C az 8 °C po dobu az 6 hodin, poté do ni viozit knihovnu vzorkl a okamZzité spustit
sekvenovani na pfistroji MiSeqDx.

Nasledujici reagencie se dodavaji chlazené a jsou stabilni pfi skladovani pfi teploté 2 °C az 8 °C az
do uvedeného data konce pouzitelnosti.

— Roztok pro SBS MiSeqgDx (PR2)

— Prltokova kyveta MiSeqDx

Roztok pro SBS MiSeqDx (PR2) a prlitokova kyveta MiSeqDx jsou pouze na jedno pouziti.

Zmény fyzického vzhledu reagencii mohou znamenat poskozeni materiall. Dojde-li ke zméné

fyzického vzhledu (napfiklad ke zjevnym zmé&nam barvy reagencii nebo vyskytu zdkalu typického
pro mikrobialni kontaminaci), reagencie nepouzivejte.

Pozadované vybaveni a materialy,
prodavané samostatné

Pfistroj MiSeqDx, katalogové ¢. DX-410-1001
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Varovani a preventivni opatreni

fo UPOZORNENI

Podle federalnich zakon( se prodej tohoto zdravotnického prostiedku omezuje na prodej
lékafem nebo jinym drzitelem povoleni k pouzivani tohoto zdravotnického prostfedku i
vystaveni poukazu na tento prostfedek vdaném staté nebo na prodej na zakladé jimi
vystaveného poukazu.

Zﬁ& VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpecné chemické latky. Vdechovanim,
pozitim, stykem s kGZi a vhiknutim do o¢i mGZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné
pomtcky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro
mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je
v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany
zivotniho prostfedi, zdravi a bezpeénosti prace naleznete na bezpeénostnim listu (SDS) na
strance support.illumina.com/sds.html.

(Dalsiinformace naleznete v ¢asti tykajici se reagencii na strané 1.)

* Nedodrzeniuvedenych postupt mize vést k chybnym vysledkdm nebo vyznamnému snizeni kvality
vzorku.

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych pracovnich
prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru pouzivejte
jednorazové rukavice a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemirozboru si
ddkladné umyjte ruce.

* Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe a hygieny, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii,
nastrojl a genomickych vzorkt DNA produkty PCR. Kontaminace PCR m{zZe vést k nepfesnym a
nespolehlivym vysledkdm.

* Aby se zabranilo kontaminaci, zajistéte, aby vybaveni v pre-amplifikacnich a post-amplifika&nich
prostorach (napf. pipety, Spicky pipet, vortexova tfepacka a odstfedivka) bylo dedikované.

* ParovaniindexU se vzorky se musi pfesné shodovat s tisténym rozvrzenim desky. Software Local
Run Manager automaticky vyplniindexové primery souvisejici s ndzvy vzork({, kdyz se zadaji do
modulu. Pfed spusténim béhu sekvenovani ovéfte spojeni indexovych primerl a vzork(. Rozdily
mezi tisténym rozvrzenim desky a vzorky vyusti ve $patnou identifikaci pozitivnich vzorkl a vykazani
nespravnych vysledku.

* Neprodlené nahlaste veSkeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spole¢nosti lllumina
a prisludnym organim ¢&lenskych statl, ve kterych plsobi uzivatel a/nebo pacient.
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Navod k pouziti

Viz pribalovy letak k pristroji MiSegDx pro vasi oblast a verzi softwaru pfistroje.

Vykonnostni charakteristiky

Viz pribalovy letak k pristroji MiSegDx pro vasi oblast a verzi softwaru pfistroje.

Historie revizi

Dokument €. Datum Popis zmény
Dokument ¢. Kvéten Prvni vydani.
200008456 v00 2022

Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spolecnosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spolecnosti (dale jen ,lllumina“).
SlouZzi vyluéné zakaznikovi ke smluvnim Gc¢eldim v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd a k Zadnému jinému Ucelu.
Tento dokument a jeho obsah nesmi byt pouzivan ani Siten za Zzadnym jinym ucelem ani jinak sdélovan, zvefejfiovan Ci
rozmnozovan bez predchoziho pisemného souhlasu spole¢nosti lllumina. Spole¢nost lllumina nepredava timto dokumentem
Zadnou licenci na sv{j patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i prava na zékladé zvykového prava ani zadna podobnd prava
tretich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt dlsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné progkolenym personalem, aby
bylo zajiténo spravné a bezpedné pouzivani zde popsanych produktl. Vedkery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim
takovych produktll beze zbytku pfecist a pochopit.

NEDODRZEN{ POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE
VEST K POSKOZENi PRODUKTU, PORANENI 0OSOB, AT UZ UZIVATELU &I JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO MAJETKU
A POVEDE KE ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICi SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITI ZDE
POPSANYCH PRODUKTU (VEETNE DiLU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2022 lllumina, Inc. VSechna prava vyhrazena.

Vechny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich prisludnych viastnikd. Informace o konkrétnich
ochrannych zndmkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.

Dokument €. 200008456 v0O CZE
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO


https://support.illumina.com/clinical_support/clinical_instruments/miseqdx/documentation.html
https://support.illumina.com/clinical_support/clinical_instruments/miseqdx/documentation.html
http://www.illumina.com/company/legal.html

Ptibalovy letdk k sadé reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro

Kontaktni udaje

l

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, Kalifornie 92122 U.S.A.
+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (mimo Severni Ameriku)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

Stitky na produktech

Ce

IVD

EC | REP

lllumina Netherlands B.V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Nizozemsko

Australsky sponzor

lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Austrélie

UplIné vysvétleni symbold, které se mohou objevit na baleni a ozna&eni produktd, naleznete v prehledu
symboll pro vasi sadu na adrese support.illumina.com.
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