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NextSeq™ 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 Cycles)

KUN TIL IN VITRO-DIAGNOSTIK

Katalognr. 20028871

Tilsigtet brug

llumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) er et szt reagenser og materialer beregnet til
sekventering af prgvebiblioteker ved brug med validerede analyser. Saettet er beregnet til anvendelse sammen
med NextSeq 550Dx-instrumentet og den tilhgrende analysesoftware.

Procedureprincipper

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) er et specialiseret saet reagenser og materialer il
engangsbrug i forbindelse med sekventering pa NextSeq 550D x-instrumentet. Inputtet til NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) bestar af biblioteker, der er genereret fra DNA, med tilfgjelse af
proveindekser og registreringssekvenser til forsteerkede mal. Prgvebibliotekerne fanges pa en flowcelle og
sekventeres pa instrumentet ved brug af SBS-kemi (Sequencing By Synthesis). SBS-kemien anvender en
reversibel terminator-metode til at pavise fluorescensmaerkede enkeltnukleotidbaser, néar de inkorporeres i
voksende DNA-strenge. Antallet af provebiblioteker afhaenger af den multipleksering, der understottes af den
tidligere biblioteksklarggringsmetode.

Indleegssedlen til NextSeq 550Dx-instrumentet indeholder instruktioner i udferelse af sekventering pa NextSeq
550D x-instrumentet.

Ydelsesegenskaberne og procedurebegraensningerne for NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
Cycles) er fastsat ved brug af Local Run Manager for genom og somatiske variantmoduler.

Procedurens begraensninger

1 Tilin vitro-diagnostisk brug.
2 Leesninger med indels (indsaettelser, sletninger eller kombinationer), hvor indholdslaengden er > 25 basepar (bp)
og ikke tilpasses af provesoftwaren. Som falge heraf paviser pravesoftwaren ikke indels med en laengde
> 25 bp.
3 Analysesoftwaren tilpasser muligvis ikke amplikonlaesninger med ekstremt indhold, hvilket medforer, at
regionen rapporteres som en vildtype. Sadant ekstremt indhold omfatter:
Laesninger, der indeholder mere end tre indels
Leesninger med en lzengde pa mindst 30 bp med indhold af enkeltnukleotidvariant (SNV) > 4 % af den totale
amplikonmallaengde (eksklusive sondeomrader)
Laesninger med en leengde pa < 30 bp med SNV-indhold > 10 % af den samlede amplikonlaengde (inklusive
probeomrader)
4  Store varianter, inklusive multinukleotid-varianter (MNV'er) og store indels, kan rapporteres som separate mindre
varianter i VCF-outputfilen.
5 Sletningsvariationer kan blive frasorteret eller overset, hvis de spaender over to sideliggende amplikoner, og
sletningslaengden er over eller lig med overlapningen mellem de to amplikoner.
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Systemet kan ikke pavise indels, hvis de stoder direkte op til en primer, og der ikke er noget overlappende
amplikon. For omrader med overlappende amplikoner kan analysen ikke pavise sletninger, hvis omradet med
overlapning er mindre end storrelsen pa den pagaeldende sletning. Eksempel: Hvis omradet med overlapning
mellem to sideliggende amplikoner er to baser, kan analysen ikke pavise nogen sletninger, inklusive begge
disse baser. En enkelt basesletning pa en af disse baser kan pavises.
Ligesom det gaelder for enhver anden hybridiseringsbaseret arbejdsgang til biblioteksklargering, kan
underliggende polymorfismer, mutationer, indsaettelser eller sletninger i oligonukleotidbindende omrader pavirke
de alleler, der undersgges, og dermed de bestemmelser, der frembringes under sekventeringen. For eksempel:
En variation i fase med en variation i primeromradet forstaerkes muligvis ikke, hvilket resulterer i en falsk
negativ.
Variationer i primeromradet kan forhindre amplificering af referenceallelen, hvilket medferer ukorrekt
bestemmelse af homozygotvariationen.
Indelvariationer i primeromradet kan forarsage et falsk positivt resultat ved enden af laesningen, der steder
op til primeren.
Indels kan frasorteres pa grund af strengpavirkning, hvis de forekommer nzer enden af en laesning, og er blevet
bladt afkortet i forbindelse med tilpasning.
Sma MNV'er er ikke blevet valideret, og de rapporteres kun i Somatic Variant Module.
Sletninger rapporteres i VCF pa den foregaende base pr. VCF-format. Derfor bor tilstodende variationer tages i
betragtning, inden det rapporteres, at en individuel basebestemmelse er homozygot.
Kimcellespecifikke begreensninger:
NextSeq 550Dx-instrumentet er designet til at levere kvalitative resultater vedrarende bestemmelse af
kimbanevarianter (f.eks. homozygot, heterozygot, vildtype) ved brug af kimbanevariantmodulet til NextSeq
550Dx i Local Run Manager.
Brug af Germline Variant Module kraever en minimal daskning pr. amplikon pa 150x for at opna ngjagtig
variationsbestemmelse. Som folge heraf kraeves 150 understattende DNA-fragmenter, hvilket svarer til 300
overlappende laesninger med paired-end. Antallet af prover og det samlede antal malrettede baser pavirker
daekningen. CG-indholdet og andet genomisk indhold kan pavirke daekningen.
Variation af kopiantal kan pavirke, hvorvidt en variant bliver identificeret som homozygot eller heterozygot.
Variationer i bestemt repetitiv kontekst filtreres fra i VCF-filerne. RMxN-gentagelsesfilteret anvendes til at
frasortere variationer, hvis hele eller dele af variationssekvensen er til stede gentagne gange i
referencegenomet, der stader op til variationens position. Hvad angar bestemmelsen af kimcellevariationer,
skal der vaere mindst ni gentagelser i referencen, fgr variationen filtreres, og kun gentagelser med en laengde
pa op til 5 bp tages i betragtning (R5x9).
En indel og en SNV ved en enkelt locus kan resultere i, at der kun rapporteres én variant.
Somatisk-specifikke begraensninger:
NextSeq 550Dx-instrumentet er designet til at levere kvalitative resultater vedrerende somatisk
variantbestemmelse (f.eks. forekomst af en somatisk variant med en variantfrekvens > 0,026 med en
detektionsgreense pa 0,05) ved brug af somatisk variantmodul i Local Run Manager til NextSeq 550Dx.
Brug af Somatic Variant Module kreever en minimal deekning pr. amplikon pa 450x pr. oligonukleotidpulje pr.
oligonukleotidpulje for at opna ngjagtig variationsbestemmelse. Som falge heraf kreeves 450 understottende
DNA-fragmenter pr. oligonukleotidpulje, hvilket svarer til 900 overlappende laesninger med paired-end.
Antallet af prover og det samlede antal malrettede baser pavirker deekningen. CG-indholdet og andet
genomisk indhold kan pavirke daekningen.
Hvad angar somatisk variationsbestemmelse, skal der veere mindst seks gentagelser i referencen, far
variationen filtreres, og kun gentagelser med en laengde pa op til 3 bp tages i betragtning (R3x6).
Somatic Variant Module kan ikke skelne mellem kimcellevariationer og somatiske variationer. Modulet er
designet til at pavise variationer pa tveers af en reekke variationsfrekvenser, men variationsfrekvenser kan
ikke anvendes til at skelne mellem somatiske variationer og kimcellevariationer.
Normalvaev i proven pavirker pavisningen af variationer. Den rapporterede detektionsgraense er baseret pa
en variationsfrekvens i forhold til det samlede DNA, der er ekstraheret fra bade tumor- og normalvaev.
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Komponenter i reagenssaettet

Alle dele i NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) leveres i separate aesker. Saet omgaende
delene til opbevaring ved de anviste temperaturer, for at sikre korrekt ydelse. Komponenterne i reagenssaettet
fremgar af nedenstaende liste.

Tabel1 Komponenter i reagenssaettet

Komponent Antal Fyldningsvolumen  Beskrivelse Opbevaring*
NextSeq 550Dx High Output 1 hver Diverse Klynge- og -25 °C til -15°C
Reagent Cartridge v2 (300 Cycles) sekventeringsreagenser

NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 1 hver Diverse Buffere og vaskeoplasning 15 °C til 30 °C
(300 Cycles)

NextSeq 550Dx High Output Flow 1 hver /T Engangsbrug, parret 2°C til 8°C
Cell Cartridge v2.5 (300 Cycles) afslutning, glasflowcelle

NextSeq 550Dx Accessory Box 1 ror 12 ml Biblioteksfortyndingsbuffer  -25 °C til -15 °C
(300 Cycles)

* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles) leveres ved rumtemperatur.

Partinumre

Reagenssaettet har et enkelt partinummer, som kaldes reagenssaettets partinummer. Reagenssaettets
partinummer er trykt pa alle aeskerne i reagenssaettet. Komponenterne i reagenssaettet, som ligger i aeskerne, er
patrykt delspecifikke partinumre, som ikke er de samme som reagenssaettets partinummer. Opbevar
sekventeringsmaterialerne i de originale aesker, indtil de skal bruges, for at bevare saetpartiforbindelsen. Se
yderligere oplysninger om reagensernes delnumre og partinumre i reagenssaettets analysecertifikat.

Opbevaring og handtering

1
2

3

Rumtemperatur er defineret som 15 °C til 30 °C.

Komponenterne i reagensseettet er stabile indtil udlgbsdatoen pa etiketten, hvis de opbevares ved de anviste
temperaturer.

NextSeq 550Dx Accessory Box og NextSeq 550Dx-reagenskassetten er stabil ved én opteoning ved
rumtemperatur inden den angivne udlgbsdato. Reagenskassetten er stabil i op til 6 timer ved optening i
vandbad ved rumtemperatur. Altemnativt kan reagenskassetten optes ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage inden brug.
Andringer i reagensemes udseende kan vaere tegn pa nedbrydning af materialere.Reagenseme ma ikke
anvendes, hvis de andrer udseende efter blanding, f.eks. markant farvesendring eller uklarhed, der kan tyde pa
mikrobiel kontaminering.

Pakraevet udstyr og materialer, der seelges separat

NextSeq 550Dx-instrument, katalognr. 20005715
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Advarsler og forsigtighedsregler

é FORSIGTIG
I henhold til amerikansk forbundslov ma dette udstyr kun saelges pa recept fra en lzege eller anden
behandler med lovlig autorisation til at anvende eller ordinere anvendelse af udstyret i den stat, hvor
han/hun praktiserer.

1 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation,
indtagelse, hudkontakt og ojenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder
briller, handsker og laboratoriekittel, der giver tilstrackkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med geeldende nationale love
og forordninger.

2 Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa
support.illumina.com/sds.html.

3 Alle alvorlige haendelser, der er relateret til dette produkt, skal omgéaende indberettes til lllumina og til de
kompetente myndigheder i brugerens og patientens opholdsland.

4 Manglende overholdelse af de beskrevne fremgangsmader kan resultere i ukomrekte resultater eller betydeligt
nedsat prgvekvalitet.

5 Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der m4 ikke indtages
mad og drikke eller ryges i arbejdsomrademe. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel i forbindelse med
handtering af prover og analysereagenser. Vask haendeme grundigt efter handtering af prover og
analysereagenser.

6 Der skal anvendes korrekt laboratoriepraksis og god laboratoriehygiejne for at forhindre, at PCR-produktere
kontaminerer reagenser, instrumenter og genomiske DNA-prover. PCR-kontaminering kan forarsage ungjagtige
og upalidelige resultater.

7 For at forhindre kontaminering skal det sikres, at de omrader, der anvendes fgr og efter amplifikationen, har
udstyr, der er beregnet til formalet (f.eks. pipetter, pipettespidser, vortexblander og centrifuge).

Brugervejledning

Se indlazgssedlen til NextSeq 550Dx-instrumentet samt relevante oversigtsvejledninger.

Ydelsesegenskaber

Se indlazgssedlen til NextSeq 550Dx-instrumentet.

Revisionshistorik

Dokument Dato Beskrivelse af andring
Dokumentnr. November Tilfgjelse af erkleering om advarsler og forsigtighedsregler i forhold til rapportering
1000000073349 v03 2021 af alvorlige haendelser.

Tilfgjelse af revisionshistorik.

Patenter og varemaerker

Dette dokument og dets indhold er ophavsretligt beskyttet af lllumina, Inc. og dets datterselskaber ("lllumina") og er udelukkende
beregnet til kundens kontraktmaessige brug i forbindelse med anvendelsen af det produkt eller de produkter, som er beskrevet heri,
og til intet andet formal. Dette dokument og dets indhold ma ikke bruges eller distribueres til noget andet forméal og/eller pa anden
made kommunikeres, offentliggeres eller reproduceres pa nogen som helst made uden forudgaende skriftligt samtykke fra lllumina.
Med dette dokument udsteder Illlumina ingen licens under sit patent, varemaerke, sin copyright eller ssedvaneret eller lignende
rettigheder for nogen tredjeparter.
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Instruktionerne i dette dokument skal felges ngje og fuldstaendigt af kvalificerede og behgrigt uddannede medarbejdere for at sikre,
at det produkt eller de produkter, der er beskrevet heri, anvendes korrekt og sikkert. Alt indhold i dette dokument skal leeses
grundigt og forstas inden brug af produktet/produkterne.

HVIS ALLE INSTRUKTIONERNE HERI IKKE GENNEMLASES FULDT UD OG FOLGES NGJE, KAN DET MEDFORE SKADE PA
PRODUKTET ELLER PRODUKTERNE, SKADE PA PERSONER, HERUNDER BRUGERE ELLER ANDRE, OG SKADE PA ANDEN
EJENDOM OG VIL GORE ENHVER GARANTI GALDENDE FOR PRODUKTET ELLER PRODUKTERNE UGYLDIG.

ILLUMINA PATAGER SIG INTET ANSVAR SOM FOLGE AF FORKERT BRUG AF DET PRODUKT ELLER DE PRODUKTER, DER ER
BESKREVET HERI (HERUNDER DELE HERAF ELLER SOFTWARE).

© 2021 Illumina, Inc. Alle rettigheder forbeholdes.

Alle varemeaerker tilhgrer lllumina, Inc. eller de respektive ejere. Specifikke varemaerkeoplysninger er tilgeengelige pa
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktoplysninger

ul €

lllumina

5200 lllumina Way Australsk sponsor

San Diego, Califoria 92122 U.S.A. IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (uden for Nordamerika) ec | rer Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Australien

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holland

Produktmaerkning

Du kan finde en fyldestgerende forklaring til de symboler, der kan fremga af produktemballagen og -
meerkningen, i symbolforklaringen til det pagaeldende kit pa support.illumina.com.
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