Instrumento NextSeq™ 550Dx illumina

Instrucciones de uso

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO. SOLO PARA EXPORTACION.

N.° de catalogo 20005715

Uso previsto

El Instrumento NextSeq 550Dx esta concebido para la secuenciacion de bibliotecas de ADN cuando se usa con
ensayos de diagndstico in vitro. El Instrumento NextSeq 550Dx se ha de usar con reactivos de diagndstico in
vitro y software de analisis especificos que estén registrados, certificados o aprobados.

Principios del procedimiento

El lllumina Instrumento NextSeq 550Dx esta concebido para la secuenciaciéon de bibliotecas de ADN con
ensayos de diagndstico in vitroy para su uso por parte de personal de laboratorio clinico cualificado que cuenta
con formacién en el uso de los procedimientos de diagndstico in vitro que se realizan en un laboratorio clinico.
Para la entrada, el NextSeq 550Dx usa bibliotecas generadas a partir de ADN en las que los indices de muestra
y las secuencias de captura se afiaden a los objetivos amplificados. Las bibliotecas de muestras se capturan en
una celda de flujo y se secuencian en el instrumento por medio de la quimica de secuenciacién por sintesis
(SBS). El proceso quimico de SBS usa un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de
nucleétidos Unicos marcados con un colorante fluorescente a medida que se incorporan a las cadenas de ADN
en crecimiento. El software Real-Time Analysis (RTA) realiza andlisis de imagenes y llamada de bases.
Asimismo, asigna una puntuacién de calidad a cada base de cada ciclo de secuenciacién. Cuando finaliza el
analisis principal, es posible ejecutar en el instrumento el andlisis secundario para procesar las llamadas de
bases. El NextSeq 550Dx usa médulos de andlisis secundarios diferentes segun el flujo de trabajo. Para los
mdédulos Germline Variant (Variante germinal) o Somatic Variant (Variante somatica), el procesamiento incluye
el demultiplexado, la generacién del archivo FASTQ, la alineacion, la llamada de variantes y la generacién de
archivos en formato de llamada de variantes (VCF y gVCF). Los archivos VCF y gVCF contienen informacién
sobre las variantes que se encuentran en posiciones concretas en un genoma de referencia.

Configuracion de doble arranque

El NextSeq 550Dx incluye una configuracion de doble arranque que permite el uso del instrumento en los
modos de diagndstico (Dx) o de uso exclusivo en investigacién (RUO). Los ensayos de secuenciacién de
diagndstico in vitro, incluidos los médulos Germline Variant (Variante germinal) y Somatic Variant (Variante
somatica), se ejecutan en el modo de diagndstico. Solo los reactivos de secuenciacién de diagndstico in vitro
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(DIV) pueden usarse en dicho modo. Se han establecido caracteristicas de rendimiento y limitaciones de
procedimiento para el instrumento NextSeq 550Dx usando los médulos Germline Variant (Variante germinal) y
Somatic Variant (Variante somatica) en el modo de diagndstico.

Limitaciones del procedimiento

1. Parauso diagndstico in vitro.

2. Los modulos Germline Variant (Variante germinal) y Somatic Variant (Variante somatica), si se usan con
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) o NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles), pueden llegar a ofrecer lo siguiente:

* Rendimiento de secuenciacién: =90 gigabases (Gb)
* Longitud de lectura (en experimento “paired-end”): 2 x 150 pares de bases (pb)

* Basesiguales o superiores a Q30 275 % a una longitud de lectura de 2 x 150 pb
Un 75 % o mas de las bases tiene una puntuacion de calidad segun la escala de Phred =30, lo que
implica una precisién de la llamada de bases superior al 99,9 %

3. Elsoftware del ensayo no alineara las lecturas con indel (inserciones, deleciones o combinaciones) cuya
longitud de contenido sea >25 pb. Por lo tanto, el software del ensayo no podra detectar las indel con una
longitud >25 pb.

4. Es posible que el software del ensayo no alinee las lecturas de amplicones que contienen una cantidad
excesiva de variantes y, en consecuencia, se informara de que la regién se encuentra en estado natural. El
contenido excesivo incluye:

* Lecturas que contienen mas de tres indels

* Lecturas cuya longitud es de, al menos, 30 pb y cuyo contenido de variante de nucleétido Unico (SNV)
es >4 % de la longitud total del amplicén objetivo (sin tener en cuenta las regiones de sonda)

* Lecturas cuya longitud es inferior a 30 pb y cuyo contenido de SNV es superior al 10 % de la longitud
total del amplicén (incluidas las regiones de sonda)

5. Es posible que las variantes de mayor tamafio, incluidas las variantes de nucleétidos multiples (MNV) y las
indels de gran tamafio, aparezcan en el archivo VCF de resultados por separado como variantes de menor
tamanio.

6. Cuando se cubren dos amplicones en la placa, es posible que las variantes de delecién se omitan o queden
filtradas si la longitud de la delecidn es mayor o igual que la regién de solapamiento entre los amplicones de
la placa.

7. Elsistema no puede detectar indels si son directamente adyacentes a un cebador y no existe solapamiento
de amplicones. Con respecto a las regiones con amplicones solapados, el ensayo no puede detectar
deleciones cuando la regién de solapamiento es mas pequefia que el tamafio de la delecion que se desea
detectar. Por ejemplo, sila regidn de solapamiento entre dos amplicones adyacentes tiene dos bases, el
ensayo no puede detectar deleciones que incluyan esas dos bases. Una delecion de base individual en
cualquiera de esas dos bases se puede detectar.
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10.

1.

12.

Como con cualquier flujo de trabajo de preparacion de bibliotecas basado en hibridacién, los polimorfismos,
las mutaciones, las inserciones o las deleciones subyacentes en regiones de unién de oligonucledtidos
pueden afectar a los alelos que se comprueban y a las llamadas que se han realizado durante la
secuenciacion. Por ejemplo:

* Unavariante en fase que contiene una variante en la region del cebador podria no amplificarse, lo que
conllevaria un negativo falso.

* Esposible que las variantes que se sitlan en la regién del cebador impidan la amplificacién del alelo de
referencia, lo que conllevaria una llamada de variantes homocigéticas incorrecta.

* Las variantes de indel que se encuentran en la regién del cebador pueden provocar un positivo falso en
la llamada en la parte final de la lectura de las posiciones adyacentes al cebador.

Las indels pueden quedar filtradas a causa de cortes en la cadena si estan situadas en la parte final de una
lectura y se han truncado levemente durante la alineacion.

Las variantes MNV de menor tamafio no se han validado y solo se identifican en el mdédulo Somatic Variant
(Variante somatica).
Las deleciones se identifican en el archivo VCF en la coordenada de la base precedente de cada formato

VCF. Por lo tanto, se deben tener en cuenta las variantes adyacentes antes de identificar una llamada de
bases individual como una referencia homocigética.

Limitaciones especificas de la variante germinal:

* ElInstrumento NextSeq 550Dx, que usa el médulo Germline Variant (Variante germinal) de
Local Run Manager para NextSeq 550Dx, esta disefiado para ofrecer resultados cualitativos en lo que
se refiere a la llamada de Germline Variant (Variante germinal) (por ejemplo, homocigéticas,
heterocigoéticas y en estado natural).

* Parausar el médulo Germline Variant (Variante germinal), es necesaria una cobertura minima de 150x
por amplicdn para que la llamada de variantes sea exacta. Por lo tanto, se precisan 150 fragmentos de
ADN, lo que equivale a 300 lecturas “paired-end” solapadas. La cantidad de muestras y el nimero total
de bases que se van a estudiar influiran en la cobertura. El contenido de GC, asi como otros contenidos
genomicos, también afectan a la cobertura.

* Lavariacién en el numero de copias puede influir en la identificacién de una variante como homocigética
o heterocigdtica.

* Lasvariantes que se encuentran en un contexto repetitivo determinado se filtran en los archivos VCF. El
filtro RMxN para las repeticiones se usa para filtrar variantes en caso de que la secuencia de la variante
aparezca varias veces, en parte o en su totalidad, en el genoma de referencia adyacente a la posicion
de la variante. En el caso de las llamadas de Germline Variant (Variante germinal), es necesario que
existan al menos nueve repeticiones en la referencia para que se filtre la variante. Unicamente se tienen
en cuenta las repeticiones con una longitud de hasta 5 pb (R5x9).

* Unaindel y una SNV en un unico locus pueden tener como resultado que solo se identifique una
variante.

13. Limitaciones especificas de Somatic (somatica).
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* Ellnstrumento NextSeq 550Dx, que usa el mdédulo Somatic Variant (Variante somatica) de
Local Run Manager para NextSeq 550Dx, esta disefiado para ofrecer resultados cualitativos en lo que
se refiere a la llamada de Somatic Variant (Variante somatica) (por ejemplo, la presencia de una Somatic
Variant [Variante somatica] con una frecuencia de variante mayor o igual a 0,026 con un limite de
deteccion de 0,05).

* Parausar el médulo Somatic Variant (Variante somatica), es necesaria una cobertura minima por
amplicon de 450x% por grupo de oligonucledtidos para que la llamada de variantes sea exacta. Por lo
tanto, se precisan 450 fragmentos de ADN por grupo de oligonucledtidos, lo que equivale a 900 lecturas
“paired-end” solapadas. La cantidad de muestras y el niUmero total de bases que se van a estudiar
influiran en la cobertura. El contenido de GC, asi como otros contenidos gendmicos, también afectan a

la cobertura.

* Enelcasode lasllamadas de Somatic Variant (Variante somatica), es necesario que existan al menos
seis repeticiones en la referencia para que se filtre la variante y Unicamente se tienen en cuenta las
repeticiones con una longitud de hasta tres pares de bases (R3x6).

* EImdédulo Somatic Variant (Variante somatica) no es capaz de diferenciar entre las variantes germinales
y las variantes somaticas. Aunque el médulo se ha disefiado para detectar las variantes dentro de un
espectro de frecuencias de variantes, no es posible utilizar las frecuencias para diferenciar las variantes
germinales de las somaticas.

* Eltejido comun que se encuentre en la muestra influye en la deteccidn de las variantes. El limite de
deteccion se basa en una frecuencia de variante relativa al total de ADN que se ha extraido del tumor y
del tejido comun.

Componentes del producto

El lllumina NextSeq 550Dx consta de lo siguiente:
1. Instrumento NextSeq 550Dx (n.° de catdlogo 20005715)

2. Los componentes de software para el Instrumento NextSeq 550Dx incluyen lo siguiente:

Aplicacion de
software
NextSeq 550Dx

Operating Software
(NOS)

Software Real-Time
Analysis (RTA)

Funcion

Controla el
funcionamiento
del instrumento

Realiza el
andlisis principal

N.° de documento 200031448 v0OO

Descripcion

La aplicacion de software NOS gestiona el funcionamiento del
instrumento durante la secuenciacién y genera imagenes
para que las use el software Real-Time Analysis (RTA).

La aplicacion de software RTA convierte las imagenes que
genera NOS de cada placa por ciclo del experimento de
secuenciacion en archivos de llamada de bases, que son
entradas de los médulos de andlisis de Local Run Manager. La
aplicacion de software de RTA no tiene interfaz de usuario.
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Aplicacion de
software

Local Run Manager

Modulo Somatic
Variant (Variante
somatica)

Mddulo Germline
Variant (Variante
germinal)

Funcion

Interfaz parala
seleccion del
madulo

Realiza el
analisis
secundario

Realiza el
analisis
secundario

®

Descripcion

El software Local Run Manager es una solucién integrada en
el instrumento que permite la gestién de usuarios, la
seleccion del médulo de analisis adecuado y la supervisidn
del estado.

Este software del mddulo de andlisis de Local Run Manager
procesa las llamadas de bases con analisis secundarios. El
procesamiento incluye el demultiplexado, la generacion de
archivos FASTQ, la alineacidn, la llamada de variantes y la
generacion de informes. El llamador de variantes (Pisces)
genera archivos VCF que contienen informacion sobre las
variantes que se han detectado en posiciones determinadas
de un genoma de referencia e incluye también la medicion de
la frecuencia de variante.

Este software del mddulo de analisis de Local Run Manager
procesa las llamadas de bases con analisis secundarios. El
procesamiento incluye el demultiplexado, la generacion de
archivos FASTQ, la alineacidn, la llamada de variantes y la
generacion de informes. El llamador de variantes (Pisces)
genera archivos VCF que contienen informacidn sobre las
variantes que se han detectado en posiciones determinadas
de un genoma de referencia y determina si cada variante es
heterocigodtica u homocigotica.

3. Opcional lllumina DRAGEN Server para NextSeq 550Dx (n.° de catalogo 20086130), incluido el siguiente
componente de software:

Aplicacion de
software

[llumina Run Manager

Funcion

Interfaz
para la
seleccién
del médulo
de
aplicacion

Descripcion

El software lllumina Run Manager esta instalado en el servidor
DRAGEN opcional fuera del instrumento. lllumina Run Manager
permite la gestion de usuarios, la seleccién del médulo de
andlisis y la supervision del estado de andlisis y del experimento
de secuenciacion.

lllumina DRAGEN Server opcional para NextSeq 550Dx solo esta disponible en determinados paises. Péngase
en contacto con un representante de lllumina para conocer la disponibilidad local.

N.° de documento 200031448 v0OO

5de 57

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO. SOLO PARA EXPORTACION.



Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

Condiciones de funcionamiento

Para obtener mas informacion sobre las condiciones de funcionamiento, consulte la seccién Consideraciones
medioambientales de la Guia de preparacion del centro del instrumento NextSeq 550Dx (n.° de documento
7000000009869).

Elemento Especificacion

Temperatura Mantenga una temperatura de entre 19 °Cy 25 °C (22 °C = 3 °C) en el laboratorio.
Se trata de la temperatura de funcionamiento del instrumento. Durante un
experimento, no deje que la temperatura ambiente oscile mas de +2 °C.

Humedad Mantenga una humedad relativa sin condensacién de entre el 20 % y el 80 %.
Materiales y equipo

Equipo y materiales necesarios que se venden por
separado

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles), n.° de catalogo 20028870
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), n.° de catalogo 20028871

Materiales y equipo necesarios, no suministrados

Consumibles suministrados por el usuario para los experimentos de secuenciacion

Consumible Proveedor Finalidad
Pafios humedecidos en VWR, n.° de catalogo 95041- Limpieza de la celda de flujo y fines
isopropanol al 70 % 714 generales
o} (o equivalente)
en etanol al 70 % Proveedor de laboratorio
general
Toallita de laboratorio sin VWR, n.° de catalogo 21905- Limpieza de la celda de flujo y fines
pelusa 026 generales

(o equivalente)
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Consumibles suministrados por el usuario para el mantenimiento del instrumento

Consumible Proveedor Finalidad

NaOCl, 5 % Sigma-Aldrich, n.° de Lavado del instrumento con el lavado

(hipoclorito de sodio) catalogo 239305 manual posterior al experimento;
(o equivalente de diluido al 0,12 %
laboratorio)

Tween 20 Sigma-Aldrich, n.° de Lavado del instrumento con las
catalogo P7949 opciones de lavado manual; diluido al

0,05%

Agua de laboratorio Proveedor de laboratorio Lavado del instrumento (lavado
general manual)

Filtro de aire lllumina, n.° de Limpieza del aire que el instrumento
catalogo 20063988 recibe para refrigerarse

Directrices para el agua de laboratorio

Utilice siempre agua de laboratorio 0 agua desionizada para llevar a cabo los procedimientos del instrumento.
No utilice nunca agua corriente. Utilice solamente los siguientes tipos de agua o equivalentes:

Agua desionizada

[llumina PW1

Agua de 18 megaohmios (MQ)
Agua Milli-Q

Agua Super-Q

Agua de biologia molecular

Advertencias y precauciones

A PRECAUCION

Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos que se
encuentren autorizados en virtud de la legislacién del estado en el que ejercen su profesion para usar
u ordenar el uso de este dispositivo, o bajo prescripcién de estos.

Algunos componentes de los reactivos proporcionados por lllumina que se usan con el instrumento
Instrumento NextSeq 550Dx contienen sustancias quimicas que pueden resultar peligrosas. Evite su
inhalacidn, su ingestidn y el contacto con la piel o los ojos, puesto que pueden provocar lesiones. Utilice
un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de laboratorio adecuados para el riesgo de
exposicion. Manipule los reactivos usados como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con
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10.

11.

12.

las normativas y leyes regionales, nacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacién
medioambiental, sanitaria y de seguridad, consulte las fichas de datos de seguridad (SDS) en
support.illumina.com/sds.html.

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

Manipule todas las muestras de sangre como si contuviesen agentes infecciosos del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), del virus de la hepatitis B (VHB) humana o de cualquier otro patégeno de
transmisidn sanguinea (precauciones universales).

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

Utilice las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume en las
zonas de trabajo designadas. Lleve guantes desechables y batas de laboratorio para la manipulacién de
muestras y reactivos del kit. LAvese bien las manos tras la manipulacidén de muestras y reactivos del kit.

Se precisan practicas de laboratorio adecuadas y procedimientos éptimos en materia de higiene de
laboratorio para evitar que los productos de PCR contaminen los reactivos, los instrumentos y las muestras
de ADN gendmico. La contaminacién mediante PCR puede conllevar resultados imprecisos y poco fiables.

Para evitar la contaminacion, asegurese de que las zonas de preamplificacién y posamplificacién dispongan
de equipos y consumibles especificos (tales como pipetas, puntas de pipeta, bloques calientes, agitadoras
vorticiales y centrifugadoras).

El emparejamiento de indice a muestra debe coincidir exactamente con la disposicidn de placas impresa.
Local Run Manager completa de forma automatica los cebadores de indices que se han asociado a los
nombres de las muestras cuando estos se introducen en el médulo. Es aconsejable que el usuario realice
una comprobacion de los cebadores de indices que se han asociado a las muestras antes de comenzar el
experimento de secuenciacion. Las discrepancias entre los resultados de disposicién de muestras y de la
placa pueden provocar que no se identifiquen las muestras positivas y la generacion de informes con
resultados incorrectos.

Se recomienda encarecidamente instalar un software antivirus proporcionado por el usuario para proteger
el ordenador frente a virus informaticos. Consulte el manual del usuario para obtener instrucciones acerca
de lainstalacién.

No utilice el NextSeq 550Dx si se ha retirado alguno de los paneles. Poner en funcionamiento el instrumento
con alguno de estos paneles retirado constituye una posible exposicidén a la tension de linea, asi como a
tensiones de CC.

No toque la platina de la celda de flujo en el compartimento de la celda de flujo. El calentador de este
compartimento funciona a una temperatura de entre 22 °C y 95 °C, por lo que podria causar quemaduras.

El instrumento pesa aproximadamente 84 kg (185 libras) y podria provocar lesiones graves si se cae o se
manipula de forma indebida.
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Instrucciones de uso

Las siguientes instrucciones de uso del Instrumento NextSeq 550Dx requieren reactivos suministrados en el
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) o el NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(75 cycles).

Crear un experimento

Cree un experimento de secuenciacion con Local Run Manager o lllumina Run Manager. Las instrucciones de
uso de Local Run Manager aparecen recogidas a continuacion y en Guia de referencia del instrumento
NextSeq 550Dx (n.° de documento 1000000009513). Para obtener instrucciones sobre cdmo crear un
experimento con lllumina Run Manager, consulte Guia del software Illlumina Run Manager para NextSeq 550Dx
(n.° de documento 200025239).

Para obtener instrucciones sobre como seleccionar entre Local Run Manager y lllumina Run Manager, consulte
Guia del software lllumina Run Manager para NextSeq 550Dx (n.° de documento 200025239). Para obtener
instrucciones detalladas sobre aplicaciones concretas, consulte la guia del médulo o la aplicacidn del ensayo
correspondiente.

Las siguientes instrucciones se refieren al uso de los médulos Germline Variant (Variante germinal) y Somatic
Variant (Variante somatica) de Local Run Manager.

Ajuste de parametros

1. Inicie sesion en Local Run Manager.

2. Seleccione Create Run (Crear experimento) y, posteriormente, Somatic Variant (Variante somatica) o
Germline Variant (Variante germinal).

3. Introduzca un nombre para el experimento de forma que se pueda identificar desde la secuenciacidn hasta
el analisis.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios, guiones o rayas.

4. [Opcional] Escriba una descripcién que ayude a identificar el experimento.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios, guiones o rayas.

5. Seleccione el numero de muestras y el juego de indices de la lista desplegable.
Tenga en cuenta la siguiente informacidn a la hora de hacer la seleccién.

* Lalista desplegable contiene nimeros de muestras con un juego de indices. Por ejemplo, 24-Set 1indica
24 muestras que analizar, con indices del juego 1 de indices.

* Los numeros de juegos de indices hacen referencia a los distintos juegos de pares de indices i5 e i7. Tanto

el juego 1 como el juego 2 proporcionan diversidad de indices. Se ofrecen dos juegos de indices para ayudar
a prevenir la eliminacion de un unico juego.
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* Escoja el nUmero de muestras que mas se acerque a la cantidad de muestras que vaya a analizar. Sila
cantidad exacta de muestras no aparece en el desplegable, elija el nUmero mas préximo, pero siempre
inferior al nUmero de muestras que se van a analizar. Por ejemplo, si quiere analizar 18 muestras, seleccione
16 muestras.

* Las combinaciones de indices y pocillos de muestras sugeridas que cumplen los requisitos de diversidad de
indices aparecen resaltadas en color verde.

Importacién de archivos de manifiesto para el experimento

1. Asegurese de que los manifiestos que necesite importar estén a su disposicién a través de una ubicacién
accesible de la red o de un dispositivo USB.

2. Haga clic en Import Manifest (Importar manifiesto).

3. Vaya al archivo de manifiesto y seleccione los manifiestos que desee afadir.

NOTA Paraque los archivos de manifiesto estén disponibles para cualquier experimento en el que se utilicen
los mdédulos de analisis Germline Variant (Variante germinal) o Somatic Variant (Variante somatica),
afiada los manifiestos por medio de la funcién Module Settings (Ajustes del médulo). Para acceder a
esta funcion es necesario obtener permisos de administrador. Para obtener mas informacion,
consulte Guia de referencia del instrumento NextSeq 550Dx (n.° de documento 1000000009513).

Definicién de las muestras para el experimento

Defina las muestras que se van a utilizar en el experimento por medio de una de las siguientes opciones.

Introducir las muestras de forma manual: Use la tabla en blanco que aparece en la pantalla Create Run (Crear
experimento).

Importar muestras: Vaya a un archivo externo que tenga un formato de valores separados por comas (*.csv).
En la pantalla Create Run (Crear experimento), se ofrece una plantilla que se puede descargar.

Introduccion de las muestras de forma manual

1. Introduzca un nombre de muestra (mddulo de analisis Somatic Variant [Variante somatica]) o un ID de muestra
(modulo de analisis Germline Variant [Variante germinal]) que sean Unicos.
Use caracteres alfanuméricos y guiones tanto normales como bajos.

2. [Opcional] Para las muestras de control tanto negativo como positivo, haga clic en el botén derecho del
ratén y seleccione el tipo de control.
El control que se asigna al pocillo de la muestra aparece automaticamente en el pocillo correspondiente en
el otro grupo y asigna ese mismo control.

3. [Opcional] Introduzca una descripcién de muestra en el campo Sample Description (Descripcién de
muestra).
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8.

Use caracteres alfanuméricos y guiones tanto normales como bajos.

Seleccione un adaptador del indice 1 del menu desplegable que aparece en el indice 1 (i7).

Si utiliza los pocillos de muestra sugeridos, el software rellena automaticamente los adaptadores de

indices i7 e i5 que cumplen los requisitos de indice de diversidad. Sila cantidad exacta de muestras que

estd analizando no aparece en el desplegable, asegurese de seleccionar los adaptadores de indices para

los pocillos adicionales.

Seleccione un adaptador del indice 2 del menu desplegable que aparece en el indice 2 (i5).

Seleccione un archivo de manifiesto del menu desplegable que aparece en el campo Manifest (Manifiesto).

Las muestras que se encuentran en el grupo A precisan un manifiesto diferente al de las muestras del

grupo B.

Seleccione la opcion correspondiente para visualizar, imprimir o guardar la disposicion de la placa para

utilizarla como referencia a la hora de preparar bibliotecas:

* Hagaclicenelicono = Print (Imprimir) para ver la disposicion de la placa. Seleccione Print (Imprimir)
para imprimir la disposicion de la placa.

* Seleccione Export (Exportar) para exportar la informacién de la muestra a un archivo externo.

Seleccione Save Run (Guardar experimento).

Importacién de las muestras

4.

Seleccione Import Samples (Importar muestras) y busque la ubicacion del archivo que contiene la

informacion de la muestra. Se pueden importar dos tipos de archivo.

* Seleccione Template (Plantilla) en la pantalla Create Run (Crear experimento) para crear una nueva
disposicién de placa. El archivo que se usa como plantilla incluye los encabezados de columna
adecuados para la importacion. Introduzca en cada columna la informacion relativa a las muestras del
experimento. Elimine la informacion que aparece como ejemplo en las celdas que no vaya a utilizar y
guarde el archivo.

* Emplee uno de los archivos de informacion sobre las muestras que se hayan exportado de los médulos
Germline Variant (Variante germinal) o Somatic Variant (Variante somatica) por medio de la funcién
Export (Exportar).

Haga clic en el icono &= Print (Imprimir) para ver la disposicién de la placa.
Seleccione Print (Imprimir) para imprimir la disposicion de la placa y usarla como referencia a la hora de
preparar las bibliotecas.

Seleccione Save Run (Guardar experimento).

Preparacion del cartucho de reactivos

Asegurese de seguir con cuidado las indicaciones del cartucho de reactivos para lograr una correcta
secuenciacion.

1.

Extraiga el cartucho de reactivos almacenado a una temperatura de entre -25 °Cy -15 °C.
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2. Elija uno de los métodos siguientes para descongelar los reactivos. No sumerja el cartucho. Una vez
descongelado el cartucho, séquelo antes de continuar con el siguiente paso.

Tiempo hasta la Limite de
Temperatura ., -
descongelacién estabilidad
Bafio de agua a una temperatura de entre 15°Cy 60 minutos Sin superar las
30°C 6 horas
Entre2°Cy8°C 7 horas Sin superar los
5 dias

NOTA Sise esta descongelando mas de un cartucho en el mismo bafio de agua, calcule mas tiempo hasta la
descongelacién.

Invierta el cartucho cinco veces para mezclar los reactivos.

4. Realice unainspeccion de la parte inferior del cartucho para asegurarse de que los reactivos se hayan
descongelado y no presenten precipitados. Confirme que las posiciones 29, 30, 31y 32 estan
descongeladas, ya que son las mas grandes y pueden necesitar mas tiempo.

5. Golpéelo ligeramente sobre la mesa para reducir las burbujas de aire.
Para obtener unos resultados 6ptimos, proceda directamente con la carga de la muestra y la configuracién
del experimento.

Preparacion de la celda de flujo

1. Extraiga una nueva caja de celda de flujo de su almacenamiento a una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C.

2. Retire el embalaje metalico de la caja y resérvela a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Preparacion de bibliotecas para la secuenciacion

Desnaturalice y diluya las bibliotecas a un volumen de carga de 1,3 ml. En la préctica, la concentracion de carga
puede variar en funcién de los métodos de cuantificacidn y preparacion de bibliotecas. La dilucién de las
bibliotecas de muestras depende de la complejidad de los grupos de oligonucledtidos. Para obtener
informacion sobre la preparacién de las bibliotecas de muestras para la secuenciacion, incluidas la agrupacion y
la dilucion de bibliotecas, consulte la seccién Instrucciones de uso del kit de preparacidn de bibliotecas
correspondiente. El NextSeq 550Dx precisa la optimizacién de la densidad de grupos.

Carga de bibliotecas en el cartucho de reactivos

1. Limpie el cierre metalico que cubre el depdsito n.° 10 marcado como Load Library Here (Cargar biblioteca
aqui) con una toallita sin pelusa.

2. Perfore el sello con una punta de pipeta de 1 ml limpia.

3. Cargue 1,3 ml de bibliotecas preparadas en el depdsito n.° 10 marcado como Load Library Here (Cargar
biblioteca aqui). Evite tocar el sello metalico cuando dispense las bibliotecas.
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Figura1 Carga de bibliotecas

Configuracion de un experimento de secuenciacion

Consulte Guia de referencia del instrumento NextSeq 550Dx (n.° de documento 1000000009513) para obtener
instrucciones detalladas sobre la configuracion del experimento.

1. Inicie sesién en NextSeq 550Dx con su contrasefa del software Local Run Manager o lllumina Run Manager.

2. Enla pantalla Home (Inicio) del software NOS, seleccione Sequence (Secuenciar).

3. Elijauno de los experimentos del listado y, a continuacidn, seleccione Next (Siguiente).
Se abrird un conjunto de pantallas de configuracion del experimento en el siguiente orden: Load Flow Cell
(Cargar celda de flujo), Load Buffer Cartridge (Cargar cartucho de tampones), Load Reagent Cartridge
(Cargar cartucho de reactivos) y Pre-Run Check (Comprobacidn previa al experimento).

NOTA Los experimentos solo son accesibles mediante el uso del mismo Run Manager utilizado cuando

se planificé el experimento. Para obtener instrucciones sobre como configurar el software
Run Manager, consulte Guia del software lllumina Run Manager para NextSeq 550Dx (n.° de
documento 200025239).

4. Cuando aparezca la pantalla Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), limpie la celda de flujo y, después,
carguela.

Retire la celda de flujo del embalaje metalico.
Abra el estuche de plastico transparente y retire la celda de flujo.

Limpie la superficie de cristal de la celda de flujo con un pafio sin pelusa humedecido en alcohol. Seque
el cristal con una toallita de laboratorio sin pelusa.

Asegurese de que la superficie del cristal de la celda de flujo esté limpia. Si fuera necesario, repita los
pasos de limpieza.

Retire la celda de flujo usada de un experimento anterior.

Alinee la celda de flujo sobre los pasadores de alineacion y coléquela en la platina.

5. Seleccione Load (Cargar).
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La puerta se cierra de forma automatica, el ID de la celda de flujo aparece en la pantalla y se comprueban
los sensores.

6. Siga lasindicaciones del software para vaciar el contenedor de reactivos usado y cargar el cartucho de
tampones y el cartucho de reactivos de NextSeq 550Dx.
Tras cargar los cartuchos de tampones y de reactivos de NextSeq 550Dx, el software lee y registra la RFID.
Aparecen en la pantalla los ID de los cartuchos de tampones y de reactivos y se comprueban los sensores.

7. Una vez finalizada la comprobacién automatizada previa al experimento, seleccione Start (Iniciar). (Este
paso puede omitirse si se configura el inicio de forma automatica).

8. Lapantalla Sequencing (Secuenciacidn) se abre cuando empieza el experimento. Esta pantalla proporciona
una representacion visual del experimento en curso, incluidas las intensidades y las puntuaciones de
calidad (puntuaciones Q).

Resultados

El analisis en tiempo real (RTA) es un software integrado que realiza andlisis de imagenes y llamada de bases.
Asimismo, asigna una puntuacién de calidad a cada base de cada ciclo de secuenciacién. Cuando finaliza el
andlisis principal, el médulo de aplicacién seleccionado inicia automaticamente el analisis secundario. El analisis
secundario descrito aqui sirve para los médulos Germline Variant (Variante germinal) y Somatic Variant
(Variante somatica) de Local Run Manager en el Instrumento NextSeq 550Dx.

Demultiplexado

El demultiplexado compara cada secuencia de lectura de indice con la secuencia de indice que se ha fijado para
el experimento. En este paso, no se considera ningun valor de calidad.

Las lecturas del indice se pueden identificar por medio de los siguientes pasos:

* Las muestras estan numeradas comenzando por el nimero uno de acuerdo con el lugar que ocupan en el
experimento.

* Lamuestra nimero cero se reserva para los grupos que no se han asignado al experimento.

* Los grupos se asignan a una muestra siempre gque la secuencia de indice coincida de forma exacta o
cuando exista solamente una discrepancia por lectura de indice.

Generacion de archivos FASTQ

Tras el demultiplexado, el software genera archivos de analisis intermedios en el formato FASTQ, que es un
formato de texto empleado para representar secuencias. Los archivos FASTQ incluyen las lecturas de cada
muestra con sus puntuaciones de calidad correspondientes. Los grupos que no han podido superar los filtros
guedan excluidos.
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Cada archivo FASTQ contiene las lecturas de una sola muestra, cuyo nombre estd incluido en el nombre del
archivo FASTQ. En los médulos Germline Variant (Variante germinal) y Somatic Variant (Variante somatica), se
generan ocho archivos FASTQ por muestra y por grupo de oligonucledtidos: cuatro de la lectura 1y cuatro de la
lectura 2. Este resultado se traduce en un total de 8 y 16 archivos FASTQ por muestra para Germline (germinal)
y Somatic (somatica), respectivamente. Los archivos FASTQ incluyen los datos principales para la alineacidn.

Alineacion

Alo largo del proceso de alineacion, el algoritmo de Smith-Waterman alinea las agrupaciones de cada muestra
con las secuencias del amplicén que determina el archivo de manifiesto.

El algoritmo de Smith-Waterman lleva a cabo alineaciones de secuencias semiglobales para establecer las
regiones similares que hay en dos secuencias. En lugar de comparar la secuencia total, el algoritmo de Smith-
Waterman compara los segmentos de todas las longitudes posibles.

En el caso de la lectura “paired-end”, se evalla teniendo en cuenta su alineacion respecto a las secuencias de
sonda significativas de dicha lectura.

* Lalectura1se evalla de acuerdo con el complemento inverso de los oligonucleétidos descendentes de
locus especifico (DLSO).

* Lalectura 2 se evalua teniendo en cuenta los oligonucledtidos ascendentes de locus especifico (ULSO).

* Siel comienzo de una lectura coincide con una secuencia de sonda con no mas de una discrepancia, la
longitud completa de la lectura se alineara con el objetivo de amplicones de dicha secuencia.

* Sielcomienzo de una lectura observa una coincidencia con la secuencia de sonda con menos de tres
diferencias (discrepancias o cambios producidos por las indels principales), la lectura completa se alineara
con el amplicén objetivo de esa secuencia.

* Lasinserciones y deleciones dentro del DLSO y del ULSO no se observan debido a los procesos quimicos
del ensayo.

Las alineaciones se filtran teniendo en cuenta los resultados de alineacion, que se basan en los indices de
discrepancia que se encuentran en la regidn estudiada o en el amplicén completo, en funcidon de la longitud de
este Ultimo. Las alineaciones filtradas se copian en los archivos de alineacién como no alineadas y, por tanto, no
se usan para la llamada de variantes.

Llamada de variantes

El llamador de variantes Pisces estd disefiado para realizar lamadas de variantes de SNV e indel a partir de las
bibliotecas que se han preparado para el instrumento.

Informes y archivos complementarios de resultados

Los médulos de andlisis de variantes generan informes en formato PDF y de texto delimitado por tabulaciones
(*.txt) que muestran parametros como la profundidad de secuenciacién y el recuento de variantes. Los mddulos
generan también archivos de resultados como los de VCF y de formato de llamada de variantes de genoma
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(gVCF) para aplicaciones de llamada de variantes.

Procedimientos de control de calidad

El software NextSeq 550Dx evalla cada experimento, cada muestra y cada llamada de bases de acuerdo con
los parametros de control de calidad. Asimismo, para la preparacion de bibliotecas, se recomiendan controles
positivos y negativos y su evaluacién. Evalue los controles como se indica a continuacién:

* Control negativo sin cadena molde u otro control negativo: Debe generar el resultado previsto. Si el
control negativo genera un resultado distinto al previsto, significa que se ha producido un posible error en el
seguimiento de la muestra, un registro incorrecto de los cebadores de indice o contaminacion.

* Muestra de control positivo: Debe generar el resultado previsto. Si el control positivo genera un resultado
distinto al previsto, significa que se ha producido un posible error en el seguimiento de la muestra o el
registro incorrecto de los cebadores de indice.

Caracteristicas de rendimiento

Las caracteristicas de rendimiento del Instrumento NextSeq 550Dx se establecieron usando los moédulos
Germline Variant (Variante germinal) y Somatic Variant (Variante somatica) con TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
y NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) y se confirmaron usando NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Los estudios incluian indexacién de muestras, arrastre de muestras,
entrada de ADN, sensibilidad del analisis (limite del blanco/limite de deteccion), exactitud, precision,
comparacién de métodos y reproducibilidad.

Los estudios analiticos que usan NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) se disefiaron para
evaluar los valores declarados de rendimiento establecidos previamente con NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles). Los resultados demuestran que los kits de reactivos (v2 y v2.5) tienen un
rendimiento comparable usando TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Consulte las instrucciones de uso de TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx para conocer las caracteristicas relacionadas con los factores preanaliticos; por
ejemplo, los métodos de extraccion o las sustancias interferentes.

Definiciones de los calculos que se utilizan en las
caracteristicas de rendimiento

1. Lacoincidencia de porcentaje positivo (PPA) es la proporcién de locus que se clasifican como variantes
usando un método de referencia y que se detectan de forma correcta en el ensayo.
* (N.°delocus enlos que se han detectado variantes de forma correcta en el ensayo)/(cantidad total
de locus en los que existen variantes)
Los locus en los que se han detectado variantes en el ensayo y que coinciden con el método de
referencia son positivos verdaderos (TP). Los locus en los que se han detectado variantes como
llamadas de referencia o como distintas llamadas de variantes en el ensayo son negativos falsos (FN).
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2. Lacoincidencia de porcentaje negativo (NPA) es la proporcidn de locus que se clasifican como en estado
natural por medio de un método de referencia y que se detectan de forma correcta en el ensayo.

* (N.°delocus en estado natural detectados de forma correcta en el ensayo)/(cantidad total de locus
en estado natural)

Los locus en estado natural que se han detectado en el ensayo y que concuerdan con el método de

referencia son negativos verdaderos (TN). Los locus en estado natural que en el ensayo se detectan

como variantes son positivos falsos (FP).

3. Lacoincidencia total de porcentajes (OPA) se calcula como la proporcion de locus que se detectan
correctamente en el ensayo con respecto al método de referencia.

* ([N.°delocus enlos que se han detectado variantes de forma correcta en el ensayo] + [n.° de locus
en estado natural detectados de forma correcta en el ensayo])/([n.° total de locus en los que existen
variantes] + [n.° total de locus en estado natural])

4. Los calculos que se llevan a cabo para determinar la PPA, la NPA y la OPA no incluyen la ausencia de
llamadas (locus de referencia o en los que existen variantes que no pasan uno o varios filtros de calidad).

5. Elindice de llamada autosémico se calcula teniendo en cuenta el nimero total de locus que han pasado los
filtros y dividiéndolo por el nimero total de posiciones secuenciadas en los cromosomas del 1al 22. Los
cromosomas X e Y quedan excluidos. Este pardmetro no tiene en cuenta la coincidencia de las llamadas con
el método de referencia.

Rendimiento de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 Cycles)

Indexacion de muestras

Los cebadores de indice de muestras, afiadidos durante la preparacién de bibliotecas, asignan una secuencia
Unica a cada ADN de muestra. Estas secuencias Unicas permiten agrupar varias muestras en un unico
experimento de secuenciacién. La indexacion de muestras se usa en los flujos de trabajo tanto de Germline
(germinal) como de Somatic (somatica). El objetivo de este estudio fue establecer el nUmero minimo (8) y
maximo (96) de muestras que se pueden procesar en un Unico experimento de secuenciacion en el Instrumento
NextSeq 550Dx. Se analizaron ocho muestras Unicas de Platinum Genomes con 12 combinaciones distintas de
cebadores de indice por muestra. Los resultados de las muestras de cuatro experimentos de secuenciacion
llevados a cabo con el médulo Germline Variant (Variante germinal) se compararon con la version 1.0 de
Platinum Genomes de 2016.

Para el primer conjunto de experimentos, se comprobaron 96 bibliotecas de muestras indexadas de forma
Unica usando un ensayo representativo disefiado para buscar una variedad de genes en 12 588 bases por
cadena de cada uno de los 23 cromosomas humanos con el fin de verificar la capacidad del ensayo de realizar
una llamada de genotipado de manera sistematica con una muestra determinada en combinaciones distintas de
cebadores de indice. Para el segundo conjunto de experimentos, se secuenciaron ocho bibliotecas de muestras
indexadas de forma Unica en dos experimentos de secuenciacién con el fin de verificar el nimero minimo de
indexaciones admitido.
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Para los experimentos de 96 indices, el valor PPA de SNV oscil6 entre el 98,7 % y el 100 %, el valor PPA de
inserciones y deleciones fue del 100 % y el valor NPA fue también del 100 % para cada una de las
combinaciones de 96 indices. Los experimentos de ocho indices obtuvieron valores de PPA del 100 % (SNV,
inserciones y deleciones) y valores de NPA del 100 % para cada una de las combinaciones de ocho indices.

Arrastre de muestras

El instrumento NextSeq 550Dx permite la secuenciacidn de varias muestras, asi como los controles en un unico
experimento de secuenciacion. Se realizé un estudio para evaluar el alcance del arrastre de muestras en un
experimento de secuenciacién (en el experimento) y entre experimentos de secuenciacion (entre
experimentos). Se analizaron dos muestras de Platinum Genomes, una masculina y una femenina, con un
ensayo representativo diseflado para buscar una variedad de genes en 12 588 bases (150 amplicones) de

23 cromosomas diferentes, incluidos los cromosomas de ambos sexos. Se secuenciaron las bibliotecas en el
instrumento NextSeq 550Dx con el médulo Germline Variant (Variante germinal). El arrastre de muestras
masculinas a muestras femeninas se observé por medio de la presencia de lecturas de amplicones de
cromosoma Y en muestras femeninas.

El arrastre en el experimento puede introducirse durante la generacién de grupos, la llamada de bases de ciclos
de indices y el demultiplexado de muestras. Para analizar el arrastre de muestras en un experimento de
secuenciacion, en el instrumento NextSeq 550Dx, se secuencid una sola vez un grupo de bibliotecas
compuesto por 46 duplicados de cada muestra masculina y femenina, ademas de cuatro controles sin cadena
molde. El arrastre de muestras en el experimento se evalla mediante la comparacion de la cobertura de
amplicones de cromosoma Y de cada duplicado de muestra femenina con el promedio de cobertura de
amplicones de cromosoma Y de todos los duplicados de muestras masculinas del grupo. La mediana observada
de arrastre en el experimento fue del 0,084 %.

Para someter a ensayo el arrastre de muestras entre experimentos, se prepararon dos grupos de bibliotecas 'y
se secuenciaron de manera consecutiva en el instrumento NextSeq 550Dx. El primer grupo se compone de

46 duplicados de muestras femeninas, ademas de dos controles sin cadena molde. El segundo se compone de
46 duplicados de muestras masculinas, ademas de dos controles sin cadena molde. Ambos grupos emplearon
el mismo conjunto de adaptadores de indices. El grupo de muestras femeninas se secuencio primero, seguido
de un experimento de secuenciacidn posterior con el grupo de muestras masculinas. Por ultimo, se repitié otro
experimento de secuenciacion del grupo de muestras femeninas. El arrastre de muestras entre experimentos
se evallia mediante la comparacion de la cobertura de amplicones de cromosoma Y entre los duplicados
correspondientes del experimento de repeticién del grupo de muestras femeninas y el experimento del grupo
de muestras masculinas. La mediana observada de arrastre entre experimentos fue del 0,0076 %.

Entrada de ADN

Sangre (Germline [germinal])

Se establecio el intervalo de entrada de ADN de sangre para la preparacion de bibliotecas de TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx con el flujo de trabajo del médulo Germline Variant (Variante germinal) en el Instrumento
NextSeq 550Dx. Dicho intervalo se evalué llevando a cabo un estudio de diluciéon en serie con 13 muestras de
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Platinum Genomes con un ensayo representativo disefiado para buscar varios genes en 12 588 bases de
23 cromosomas diferentes. La biblioteca se secuencié en dos instrumentos NextSeq 550Dx con un lote de
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Se analizaron cinco muestras por duplicado en cinco niveles de entrada de ADN que oscilaban entre 250 ng y
12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng y 12 ng). Se analizaron ocho muestras como un unico duplicado en cada uno
de los cinco niveles de entrada de ADN. Para determinar la precision, los genotipos de muestra se compararon
con los de la versidon 2016-1.0 de Platinum Genomes. Se establecieron los resultados por cada nivel de entrada.
La PPA por cada tipo de variante (SNV, inserciones y deleciones) se recoge en la Tabla 1, y la NPA se recoge en
la Tabla 2. En todos los niveles de entrada se observé una exactitud parecida. La entrada de ADN recomendada
para TruSeq Custom Amplicon Kit Dx es de 50 ng, donde los valores 25 ng y 100 ng indican los limites inferior y
superior, respectivamente, para cumplir las caracteristicas de rendimiento.

Tabla1 Resultados de PPA de cada entrada de ADN por cada tipo de variante

Entrada de ADN Tipo de Variantes TP EN Ausencia de llamadas de PPA
(ng) variante previstas variante (%)
12 SNV 2412 2381 31 0 98,7
25 2404 8 0 99,7
50 2403 9 0 99,6
100 2412 O 0 100
250 2412 0 0 100
12 Insercidén 808 784 3 21 99,6
25 781 5 22 99,4
50 786 2 20 99,8
100 786 0 22 100
250 786 0 22 100
12 Delecion 758 732 12 14 98,4
25 737 7 14 99,1
50 742 2 14 99,7
100 744 0 14 100
250 744 0 14 100

Tabla2 NPA de cada entrada de ADN

Ausencia de llamadas de

Entrada de ADN (ng) TN FP . NPA (%)
referencia

12 430940 4 26 >99,9
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25
50
100
250

430 936
430 936
430942
430942

FFPE (Somatic [sométical)

O O N O

34
32
28
28

®

illumina

100
>99,9
100
100

Se establecié el intervalo de entrada de ADN fijado en formol e incluido en parafina (FFPE) para la preparacion
de bibliotecas de TruSeq Custom Amplicon Kit Dx con el flujo de trabajo del médulo Somatic Variant (Variante
somatica) en el instrumento NextSeq 550Dx. Dicho intervalo de entrada de ADN se evalud llevando a cabo un
estudio de dilucién en serie con tres muestras de Platinum Genomes con un ensayo representativo disefiado
para buscar varios genes en 12 588 bases de 23 cromosomas diferentes. Las estirpes celulares GM12878 y
GM12877 de Platinum Genomes se fijaron en formol e incluyeron en parafina y, a continuacion, se extrajo ADN.
La estirpe celular GM12878 se diluyé con GM12877 de tal manera que las frecuencias alélicas de variantes
(VAF) de 79 variantes (55 SNV, 9 inserciones y 15 deleciones) fueran cercanas a 0,025, a 0,05 o0 a 0,10.
Ademas, cada muestra contaba con 91 variantes con mayores frecuencias de variante de hasta 1,0 de VAF. Las
muestras se procesaron por duplicado en cinco niveles de entrada de ADN con una media de ciclos
cuantitativos delta (dCq) de 2,1, 3,6, 4,6, 6,0 y 7,8 segun lo medido por TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE QC
Kit. Cada biblioteca se secuencié en dos instrumentos NextSeq 550Dx con dos lotes de NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles). Para determinar la exactitud, se compararon llamadas de variantes con la
versiéon 2016-1.0 de Platinum Genomes. La PPA por cada tipo de variante (SNV, inserciones y deleciones) se
recoge enla Tabla 3, y la NPA se recoge en la Tabla 4. La entrada de ADN recomendada para las variantes con
una VAF de 0,05 o un valor superior es de dCq = 4, donde el valor 4,6 indica el limite inferior para cumplir las
caracteristicas de rendimiento.

Tabla 3 Resultados de PPA de cada entrada de ADN por tipo de variante

Media
de
dCq

2,1
3,6
4,6
6,0

7.8

Tipo de
variante

SNV

Ausencia

Variantes de
previstas llamadas
prevista

808 No
aplicable.

N.° de documento 200031448 v0OO

0,025

Ausencia

de

llamadas

de

variante

196
250
251
257
254

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO. SOLO PARA EXPORTACION.

VAF de dilucién objetivo

PPA
(%)

100
99,3
94,6
65,3
69,3

0,05

Ausencia
de
llamadas
de
variante

0

4

51
213
185

PPA
(%)

100
100
99,2
91,4
90,7

0,10
Ausencia
de
llamadas PPA
(%)
de
variante
0 100
0 100
5 100
100 100
100 100
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21 Insercion 264 8 66 96,5 8 100 8 100
3,6 62 97,0 8 100 8 100
4,6 48 96,3 21 100 8 100
6,0 40 80,4 47 98,2 24 95,8
7,8 57 87,0 56 96,2 31 100
21 Delecion 304 16 58 100 16 100 16 100
3,6 80 100 16 100 16 100
4,6 65 95,4 28 100 16 100
6,0 78 74,8 105 94,0 36 100
7,8 76 75,0 79 95,1 57 98,8

Tabla4 NPA de cada entrada de ADN
VAF de dilucion objetivo

0,025 0,05 0,10
Media de Estado natural Ausencia Ausencia Ausencia
dCq previsto de NPA de NPA de NPA
Ilan;aedas (%) Ilan;aedas (%) Ilan;aedas (%)
referencia referencia referencia
21 93688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4,6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >99,9 3296 >99,9 2996 100
7,8 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 >99,9

Sensibilidad analitica (limite del blanco [LoB] y limite de deteccion [LoD])

Este estudio se llevd a cabo para evaluar el limite del blanco (LoB) y el limite de deteccién (LoD) del médulo
Somatic Variant (Variante somatica) en el instrumento NextSeq 550Dx. Para ello, se empled un ensayo
representativo disefiado para buscar una variedad de genes en 12 588 bases de 23 cromosomas diferentes.
Las estirpes celulares GM12878 y GM12877 de Platinum Genomes se fijaron en formol e incluyeron en parafina
y, a continuacion, se extrajo ADN. La estirpe celular GM12878 se diluyd con GM12877 de tal manera que las
frecuencias de variante de 74 variantes (53 SNV, 7 inserciones y 14 deleciones) fueran de 0,05 £ 0,02. La
estirpe celular GM12877 y la estirpe celular diluida GM12878 (GM12878-D) se analizaron durante seis dias de
inicio consecutivos con un Unico instrumento, alternando entre los dos lotes de NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles), para un total de seis experimentos de secuenciacién. Esta prueba dio como
resultado 60 duplicados por cada variante en la estirpe celular diluida GM12878-D y 72 duplicados de cada
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coordenada en estado natural correspondiente en la estirpe celular GM12877 por cada lote de reactivos. El LoB
y el LoD se calcularon usando el enfoque clasico que establece el protocolo CLSI EP17-A2 con la opcién no
paramétrica. Se calcularon tanto el LoB como el LoD de SNV, inserciones y deleciones de forma independiente
por medio de la agrupacidn de frecuencias de variantes por cada tipo de variante determinado. El error de tipo |
se definiéd como 0,01y el error de tipo I, como 0,05.

En el caso del LoB, las frecuencias de variantes agrupadas se clasificaron de la mds baja alamas altay se
calculé la posicion nonagesimonovena de la clasificacion para cada lote de reactivos por cada tipo de variante
(Tabla 5). EIl médulo Somatic Variant (Variante somatica) emplea un valor de corte (LoB real) de VAF de 0,026
para determinar la deteccidn cualitativa de variantes. El LoB que se habia calculado confirmé que este valor de
corte daba como resultado un error de tipo | de, como maximo, 0,01.

Tabla5 Limite del blanco

Tipo de Total de LoB del Lote de reactivos 1 LoB del lote de reactivos 2
variante observaciones (%) (%)

SNV 3816 0,77 0,77

Insercién 504 0,56 0,56

Delecion 1008 1,20 1,20

En el caso del LoD, se calculd el porcentaje de frecuencia de mutacion individual de cada lote de reactivos por
cada tipo de variante que no superaba el valor de corte de 0,026 (Tabla 6). Debido a que los porcentajes eran
inferiores al 5 % (0,05) correspondiente al error de tipo Il, se calculd la mediana de las frecuencias de variantes
combinadas para obtener el LoD (Tabla 6). El LoD por cada tipo de variante se tomé del valor mas alto de los
dos que se habian calculado para los dos lotes de reactivos: 4,97 % en el caso de las SNV, 5,12 % en el caso de
las inserciones y 5,26 % en el caso de las deleciones.

Tabla 6 Limite de deteccidn

N.cd
. .e. % de mediciones L.
Lote de Tipo de Total de mediciones de de VAF Limite de
reactivos variante observaciones VAF o deteccion (%)
<2,6 % e
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Insercién 420 6 1,4 5,08
Delecién 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Insercién 420 5 1,2 512
Delecion 840 7 0,80 5,26
Exactitud
Germline (Germinal)
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El siguiente estudio se llevd a cabo para evaluar la exactitud de la llamada de variantes del médulo Germline
Variant (Variante germinal) en el Instrumento NextSeq 550Dx usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2 (300 cycles). Se analizaron 13 muestras Unicas de Platinum Genomes usando un ensayo representativo
disefiado para buscar una variedad de genes en 12 588 bases (150 amplicones) de 23 cromosomas diferentes.
Se llevd a cabo un total de nueve experimentos con tres instrumentos de secuenciacion, tres lotes de reactivos
y tres técnicos durante cinco dias de inicio. Se determind la exactitud de las SNV, las inserciones y las
deleciones mediante la comparacién de los resultados con un método de referencia compuesto y con
caracteristicas bien definidas: la version 1.0 de Platinum Genomes de 2016. Las regiones gendmicas de
confianza se definieron teniendo en cuenta este método de referencia, a menos que se indique lo contrario.

Tabla7 Resumen de la coincidencia de Germline (germinal)

o Total de Resultado por Resultado por

Criterios . 1 ) - 3
observaciones observacion experimento

PPA de SNV 819 98,7 >99,9
PPA de 819 95,0 98,9
inserciones
PPA de 819 100 100
deleciones
NPA 819 100 100
OPA 819 >99,9 >99,9

TCalculado de la siguiente manera: nimero de muestras por experimento (91) x nimero de experimentos (9) = 819.
2Valor observado mas bajo por duplicado de muestra en los nueve experimentos en total.
3Valor mas bajo cuando los datos de cada experimento se analizan en conjunto.

La Tabla 8 engloba los datos del estudio donde se presentan las coincidencias de porcentaje positivo y
negativo por muestra, en los que los resultados de las variantes se comparan con la version 1.0 de Platinum
Genomes de 2016 para llevar a cabo los calculos de PPA. Se combinan los tres tipos de variantes (SNV,
inserciones y deleciones). Dado que el método de referencia solo proporciona resultados de las variantes de
nucledtido Unico y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base sin variantes se comparan con el
conjunto hg19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los calculos de la NPA.

Tabla 8 Coincidencia de Germline (germinal) por muestra

Media Ausencia
de Variantes de
Muestra indice previstas TP FN llamadas TN FP PPA NPA OPA
de 1 de
llamada variante
NA12877 >99,9 4788 4788 0 0 756 762 0 100 100 100
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Media Ausencia
de Variantes de
Muestra indice previstas TP FN llamadas TN FP PPA NPA OPA
de 1 de
llamada variante
NA12878  >99,9 8505 8379 1 125 751464 0 >99,9 100 >99,9
NA12879  >99,9 6048 5085 5 58 757701 O 99,9 100 >99,9
NA12880  >99,9 6993 6930 O 63 757638 O 100 100 100
NA12881 >99,9 7875 7811 3 61 751653 0 >99,9 100 >999
NA12882  >99,9 6300 6174 3 123 754803 0 >99,9 100 >999
NA12883  >99,9 7119 7056 O 63 751905 O 100 100 100
NA12884 >99,9 7182 7119 6 57 754146 0 99,9 100 >99,9
NA12885  >99,9 7686 7560 2 124 754173 0 >99,9 100 >999
NA12886  >99,9 7245 7182 7 56 752469 O 99,9 100 >99,9
NA12887  >99,9 7119 7119 0 0 750645 O 100 100 100
NA12888  >99,9 6804 6804 O 0 756065 O 100 100 100
NA12893  >99,9 7434 7371 1 62 750015 0 >99,9 100 >999

"NUmero total de variantes en todos los duplicados de muestras en los nueve experimentos.

La Tabla 9 engloba los datos del estudio presentados por muestra, en los que los resultados de las variantes se
comparan con el método de referencia compuesto y con caracteristicas bien definidas. La deteccidn de cada
tipo de variante se evalla de forma independiente: SNV, inserciones y deleciones. Quedan excluidas las
posiciones de referencia.

Tabla 9 Coincidencia de Germline (germinal) por muestray tipo de variante

SNV Inserciones Deleciones
Muestra Previsto TP FN Previsto TP FN Previsto TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
NA12878 5733 5733 0 1260 1197 1 1512 1449 0
NA12879 3591 3591 0 1323 1260 5 1134 1134 0
NA12880 4221 4221 0 1512 1512 0 1260 1197 0
NA12881 4914 4913 1 1512 1449 2 1449 1449 0
NA12882 3717 3717 0 1386 1323 3 1197 1134 0
NA12883 4284 4284 0 1449 1449 0 1386 1323 0
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Muestra

NA12884
NA12885
NA12886
NA12887
NA12888
NA12893

Previsto
4284
4725
4347
4284
4158
4599

SNV
TP
4284
4725
4347
4284
4158
4599

o Ol o o o o

Inserciones

Previsto
1575
1575
1449
1323
1449
1386

TP
1512
1512
1386
1323
1449
1323

o/l o | NI NMN O

—_

illumina

Deleciones
Previsto TP FN
1323 1323 0
1386 1323 0
1449 1449 0
1512 1512 0
1197 1197 0
1449 1449 0

Las muestras se analizaron con una mayor profundidad para hacer llamadas a inserciones y deleciones (indels)
de menor tamafo. En la Tabla 10 se incluye un resumen general. Se detecté un total de 71 indels cuyo tamaio
oscilaba entre 1y 24 pb en el caso de las inserciones y entre 1y 25 pb en el caso de las deleciones.

Tabla10 Resumen de la deteccién de indels de Germline (germinal)

Variante

Tipo

Insercion

Delecion

Variantes previstas

18 522
17 388
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FN
18 018 27
17 073 0

477
315

Ausencia de llamadas de variante

PPA

99,9
100
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El ensayo representativo incluia 150 amplicones concebidos para cubrir diferentes clases de contenido genémico. El contenido de GC
de los amplicones oscilaba entre el 0,19 % y el 0,87 %. Los amplicones también contenian una serie de repeticiones de nucleétido tnico
(por ejemplo, poli-A y poli-T), de dinucledtidos y de trinucledtidos. Los datos se recopilaron por amplicon (Tabla 11) con el objetivo de
determinar el efecto del contenido gendmico en el porcentaje de llamadas correctas. El porcentaje de llamadas correctas contiene las
llamadas de variantes y de referencia y se situa por debajo del 100 % si se producen llamadas incorrectas o ausencia de llamadas.

Tabla11 Exactitud en el nivel del amplicén de Germline (germinal)

L . Tamafio del Bases en Contenido . Ausencia % de
L, Inicio del Final del i L, . Contenido Llamadas Llamadas
Amplicén  Cromosoma L, L, fragmento regiones de gendmico del . de llamadas
amplicén amplicon . . L, de GC correctas  incorrectas
analizado confianza amplicon llamadas correctas
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 76167 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 Poli-A (5), poli-C (5), 0,38 64701 0 0 100
indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 74 529 0 0 100
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 75 348 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 Poli-G (5) 0,69 66 339 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 Poli-T (10), indel 0,39 57 330 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 Poli-A (5), CT (3), 0,27 72072 0 0 100
TAA (3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 73710 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 65520 0 0 100
10 2 177016721 177016805 85 81 N/A 0,65 66 339 0 0 100
1 2 186625727 186625801 75 75 Poli-A (8) 0,35 61425 0 0 100
12 2 190323504 190323591 88 88 Poli-T (5) 0,42 72072 0 0 100
13 2 200796740 200796826 87 87 Poli-T (5), indel 0,31 71253 0 0 100
14 2 212245049 212245139 91 91 Poli-T (5), poli-A (6), 0,3 74 529 0 0 100
indel

15 2 228147052 228147144 93 93 Indel 0,43 76167 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 Poli-T (5), indel 0,42 59787 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 74823 0 1344 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 N/A 0,43 67977 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 57 330 0 0 100
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Amplicén

20

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45

Cromosoma

IN

o o o ol g g g g a b~ b~ b b

N N N oo o O

Inicio del
amplicén

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
74077114
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735

Final del
amplicén

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821

Tamafio del
fragmento
analizado

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87

Bases en
regiones de
confianza

88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87

Contenido
gendémico del
amplicén

Poli-A (5), poli-T (5)
poli-A (9), TG (3)

Indel
Poli-A (6)

Poli-G (6), poli-T (5),
poli-A (5)

N/A
Poli-A (5), indel
Poli-A (5)
Poli-A (7), indel
N/A
GT(3), CCA(3)
N/A
Poli-A (6), indel
Poli-T (5)
CT(4), AG(3)
Indel
Poli-G (6)
Indel
GCT(5), indel

Poli-T (5), TCT(3),
CTT(3)

Indel
Poli-C (6)
Poli-G (5), indel
Poli-A (5)
N/A
Indel

Poli-A (7), AG(4)

Contenido
de GC

0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3

0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26

Llamadas
correctas

72072

60543
63882
79 443

63882
50778
56 511
50778
61425
68796
52 416
67 977
54 873
74529
61425
83538
75348
76 608
80 262

77 805
70434
76 986
74 529
59787
72072
71253

Llamadas
incorrectas

o

O O O 0o o o o olo o o o oo o

O o/lo o o o o

Ausencia
de
llamadas

0

63

o

O O o o o o o o/lo o o o o

378

O o/l o o o o o

% de
llamadas
correctas

100

99,9
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
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- : Tamario del Bases en Contenido ) Ausencia % de
Amplicén  Cromosoma ImCIO, d’el FmaIAd?I fragmento regiones de gendémico del Contenido  Llamadas .Llamadas de llamadas
amplicon amplicon analizado confianza amplicén de GC correctas  Incorrectas llamadas correctas
46 7 110939946 110940030 85 85 Indel 0,38 69 615 0 0 100
47 7 128533468 128533557 90 90 Poli-G (5), indel 0,62 73710 0 0 100
48 7 149503875 149503965 91 91 Poli-G (6), poli-C 0,71 74529 0 0 100
(6), indel
49 7 154404519 154404599 81 66 N/A 0,31 54 054 0 0 100
50 7 156476507 156476599 93 93 Indel 0,35 76 167 0 0 100
51 8 1817312 1817394 83 83 N/A 0,42 67977 0 0 100
52 8 24811020 24811109 90 89 Poli-G (7), CTC(4), 0,61 72171 0 720 99,0
indel

53 8 76518625 76518691 67 67 Indel 0,3 54 873 0 0 100
54 9 103054909 103055006 98 98 Poli-G (6) 0,67 80 262 0 0 100
55 9 105586150 105586214 65 65 Indel 0,32 53235 0 0 100
56 9 107620823 107620918 96 96 N/A 0,49 78624 0 0 100
57 9 123769149 123769231 83 83 AT(3) 0,37 67 977 0 0 100
58 9 138995345 138995441 97 97 Poli-C (6), indel 0,68 79 443 0 0 100
59 10 5987120 5987198 79 78 Poli-G (5), indel 0,47 63 882 0 0 100
60 10 11784629 11784726 98 91 GC(3) 0,87 74529 0 0 100
61 10 27317777 27317855 79 79 Poli-T (5) 0,3 64701 0 0 100
62 10 33018351 33018440 90 90 Poli-A (5), poli-T (5) 0,2 73710 0 0 100
63 10 45084159 45084253 95 95 Indel 0,35 77 805 0 0 100
64 10 55892599 55892687 89 88 AC(11), indel 0,42 71747 0 325 99,5
65 10 101611250 101611329 80 80 N/A 0,49 65520 0 0 100
66 10 118351373 118351453 81 81 N/A 0,51 66 339 0 0 100
67 i 8159816 8159912 97 96 N/A 0,45 78624 0 0 100
68 " 30177648 30177717 70 70 Indel 0,46 57 330 0 0 100
69 " 47470345 47470444 100 100 N/A 0,65 81900 0 0 100
70 1 59837679 59837740 62 62 Indel 0,37 50778 0 0 100
71 i 64418856 64418957 102 102 N/A 0,59 83538 0 0 100
72 1 93529612 93529684 73 73 Poli-A (5) 0,4 59787 0 0 100
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Amplicén

73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

Cromosoma

i
1
i
1

Inicio del
amplicén
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413

Final del
amplicén
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503

Tamafio del
fragmento
analizado

85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91

Bases en
regiones de
confianza

85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
71
91

Contenido
gendémico del
amplicén

N/A
Poli-G (6)
Indel

Poli-A (5), CA(3),
indel

GA(3)
Poli-C (5), indel
Poli-A (7), AC(4)

N/A
Poli-A (6)
Poli-G (5)

N/A

Poli-A (5), poli-T (7),
poli-A (7), indel

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
N/A
Poli-T (5), indel
Indel
Indel
Poli-A (5)
Indel
Poli-C (5)
Indel
Poli-G (5), indel
Poli-T (6)
Indel

N/A

Contenido
de GC
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36

Llamadas
correctas
69 615
74529
69 615
69 615

69 615
68796
76167
66 339
58149
77 805
59787
72072

72891
63063
54 873
67 977
58 642
66 339
74 529
54 054
76 986
78624
55692
76167
77 805
58 149
74 529

Llamadas
incorrectas

o o o o

O o o/lo o o o o

O O O 0o o o o olo o o o oo o

Ausencia
de
llamadas

0

O o ojlo o o o o o o o

o o o o

326

O O o o o o ol o o o

% de
llamadas
correctas

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,4
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplicén

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m

112
13

14
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126

Cromosoma

Inicio de
amplicén
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574

Final del

amplicén
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643

Tamafio del
fragmento
analizado

70
63
95
87
104
91
89
87
91
93

84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70

Bases en
regiones de
confianza

70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70

Contenido
gendémico del
amplicén

Indel
N/A
Poli-C (5)
TA(3)
Poli-C (5)
Poli-T (5), indel
GC(3)
Poli-C (5), indel
Indel
Indel
Poli-T (5)

Poli-A (13), indel
(x2)

Poli-A (5)

Poli-A (7), AT(3), AT
(4), AT(4), indel

Indel
Poli-T (7)
GAG(3)
GA(3)

N/A
Poli-A (6), TG(3)
Poli-A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
N/A
N/A
N/A
N/A

Contenido
de GC
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64

Llamadas
correctas
57 330
51597
77 805
71253
85176
74529
72 891
71247
74529
76167
72 891
66 343

74 529
75348

64 413
70434
68796
54 873
74 529
56 511
61425
66 339
69 615
53235
81081
60605
57 330

Llamadas
incorrectas

O o o/lo o o o o o o o

N
~N

o

O o o o o o o o o o o

Ausencia
de
llamadas

O o o/lo o o o o o o o

~
0o
0o

N
©
©

O O o o o o o o/ o o o o

% de
llamadas
correctas

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
98,8

100
100

99,6
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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" : Tamario del Bases en Contenido ) Ausencia % de
Amplicén  Cromosoma ImCIO, d’el FmaIAd?I fragmento regiones de gendémico del Contenido  Llamadas .Llamadas de llamadas
amplicon amplicon analizado confianza amplicén de GC correctas  Incorrectas llamadas correctas
127 20 746056 746149 94 94 N/A 0,61 76 986 0 0 100
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 67158 0 0 100
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 62244 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3), TG(4), indel 0,46 57 330 0 0 100
131 20 25278421 25278521 101 101 Indel 0,63 82719 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 Indel 0,36 54873 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 Poli-G (6) 0,73 72072 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 Indel 0,57 71253 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 Indel 0,35 54 054 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 Poli-T (6), CA(3) 0,54 80 262 0 0 100
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indel 0,39 71253 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 Poli-A (6), AG(3), 0,32 56 439 0 72 99,9
indel

139 21 46705575 46705664 90 90 Poli-T (5), poli-A (6) 0,5 73710 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 Indel 0,63 81900 0 0 100
141 22 32439233 32439329 97 97 N/A 0,68 79 443 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indel 0,46 79 443 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 N/A 0,6 81081 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indel 0,66 75348 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 Poli-T (5) 0,26 56 51 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 Poli-C (5) 0,62 56 511 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 N/A 0,52 58149 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 N/A 0,55 0 0 0 N/A
149 Y 2655519 2655609 91 0 N/A 0,48 0 0 0 N/A
150 Y 2655609 2655679 71 0 Poli-A (5) 0,37 0 0 0 N/A
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

Los resultados de la secuenciacién de la muestra NA12878 se compararon con un genotipo muy fiable definido
para la NA12878 por el Instituto Nacional de Normas y Tecnologia (NIST) de EE. UU. (v.2.19). De los

150 amplicones, 92 estaban incluidos completamente en las regiones genémicas muy fiables, 41 coincidian
parcialmente y 17 no coincidian en absoluto con la secuencia del NIST. El resultado fueron 10 000 coordenadas
por duplicado para llevar a cabo la comparacion. Las llamadas de bases de no variantes se compararon con el
conjunto hg19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Los resultados de exactitud se muestran en la
Tabla 12.

Tabla 12 Coincidencia de Germline (germinal) de la muestra NA12878 con la base de datos del NIST

N.© de Media de
Muestra e indice de TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplicones
llamada
NA12878 133 >99,9 6552 1 610470 O >99,9 100 >99,9

Segun los datos proporcionados por este estudio de Germline (germinal) de nueve experimentos, el
Instrumento NextSeq 550Dx puede secuenciar de forma sistematica:

* Contenido de GC 219 % (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 819 amplicones
secuenciados con el 19 % de contenido de GC y se obtuvo un indice de ausencia de llamadas del
0,6 %)

* Contenido de GC =87 % (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 819 amplicones
secuenciados con el 87 % de contenido de GC y no hubo ninguna ausencia de llamadas)

* Longitudes de poli-A <9 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 819 amplicones
secuenciados que contenian una repeticion de poli-A de nueve nucledtidos y no hubo ninguna
ausencia de llamadas)

* Longitudes de poli-T =10 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 819 amplicones
secuenciados que contenian una repeticion de poli-T de diez nucleétidos y no hubo ninguna
ausencia de llamadas)

* Longitudes de poli-G =7 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 819 amplicones
secuenciados que contenian una repeticion de poli-G de siete nucledtidos y se obtuvo un indice de
ausencia de llamadas del 1,0 %)

* Longitudes de poli-C =6 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 2457 amplicones
secuenciados que contenian una repeticion de poli-C de seis nucledtidos y no hubo ninguna
ausencia de llamadas)

* Longitudes de repeticion de dinucledtidos =11x (se llamaron correctamente todas las bases
llamadas de 819 amplicones secuenciados que contenian una repeticion de dinucledtidos de 11x y
se obtuvo un indice de ausencia de llamadas del 0,5 %)

* Longitudes de repeticion de trinucledtidos <5x (se llamaron correctamente todas las bases
llamadas de 819 amplicones secuenciados que contenian una repeticién de trinucledtidos de 5x y
se obtuvo un indice de ausencia de llamadas del 0,5 %)
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

* Longitudes de insercidn <24 (se llamaron correctamente 66 343 de 66 370 bases llamadas de
819 amplicones secuenciados que contenian una insercidn de 24 nucledtidos y se obtuvo un indice
de ausencia de llamadas del 1,2 %; no se produjeron llamadas incorrectas en la regiéon que contenia
lainsercién de 24 nucledétidos)

* Longitudes de delecion <25 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de
2457 amplicones secuenciados que contenian una delecién de 25 nucledtidos y no hubo ninguna
ausencia de llamadas)

Somatic (somatica)

El estudio descrito a continuacidn se usé para evaluar la exactitud de la llamada de variantes del médulo
Somatic Variant (Variante somatica) en el Instrumento NextSeq 550Dx usando NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles).

En este estudio se empled un ensayo representativo disefiado para buscar una variedad de genes en
12 588 bases (150 amplicones) de 23 cromosomas diferentes. EIl ADN de Platinum Genomes se extrajo de
bloques FFPE para generar seis muestras Unicas para su evaluacion en el estudio.

El ADN de la muestra GM12877 se diluyé con el ADN de la muestra GM12878 para crear GM12877-D5 y
GM12877-D7 como un conjunto de variantes heterocigéticas uUnicas con frecuencias de variante préximas a
entreel 5% yel7 %. El ADN de la muestra GM12878 se diluyd del mismo modo con el ADN de la muestra
GM12877 para crear GM12878-D5 y GM12878-D7. Cada una de las muestras se analizé por triplicado, excepto
las muestras diluidas, que se analizaron por sextuplicado. Se llevo a cabo un total de nueve experimentos con
tres instrumentos de secuenciacion, tres lotes de reactivos y tres técnicos durante cinco dias de inicio. Se
determind la exactitud de las SNV, las inserciones y las deleciones mediante la comparacion de los resultados
con un método de referencia compuesto y con caracteristicas bien definidas: la versién 1.0 de Platinum
Genomes de 2016. Las regiones genomicas de confianza se definieron teniendo en cuenta este método de
referencia, a menos que se indique lo contrario.

Tabla 13 Resumen de la coincidencia de Somatic (somatica)

. Total de Resultado por Resultado por

Criterios . 1 .2 : 3
observaciones observacion experimento

PPA de SNV 378 98,9 99,9
PPA de 378 96,9 99,9
inserciones
PPA de deleciones 378 971 99,9
NPA 378 >99,9 >99,9
OPA 378 >99,9 >99,9

TCalculado de la siguiente manera: nimero de muestras por experimento (42) x nimero de experimentos (9) = 378.
2Valor observado mas bajo por duplicado de muestra en los nueve experimentos en total.
3Valor més bajo cuando los datos de cada experimento se analizan en conjunto.
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

La Tabla 14 engloba los datos del estudio donde se presentan las coincidencias de porcentaje positivo y
negativo por muestra, donde los resultados de las variantes se comparan con el método de referencia
compuesto y con caracteristicas bien definidas que se usa para llevar a cabo los célculos de PPA. Se combinan
los tres tipos de variantes (SNV, inserciones y deleciones). Dado que el método de referencia solo proporciona
resultados de las variantes de nucledtido Unico y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base sin
variantes se comparan con el conjunto hg19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los calculos
de la NPA.

Tabla 14 Coincidencia de Somatic (somatica) por muestra

Media Ausencia

de de
Muestra indice Previsto TP FN Illamadas TN FP PPA NPA OPA

de de

llamada variante
GM12877 98,7 2052 2025 O 27 318682 15 100 >99,9 >99,9
GM12878 98,8 3645 3564 O 81 317645 O 100 100 100
GM12879 99,8 2592 2538 0 54 323614 2 100 >99,9 >99,9
GM12884 99,8 3078 3024 O 54 322038 5 100 >99,9 >99,9
GM12885 99,8 3294 3213 O 81 322121 0 100 100 100
GM12888 99,8 2916 2889 O 27 323048 2 100 >99,9 >99,9
GM12877- 99,8 9288 8930 O 358 630621 O 100 100 100
D5
GM12877- 99,7 9288 9032 O 256 629719 O 100 100 100
D7
GM12878- 99,5 9288 8699 42 547 628582 O 99,5 100 >99,9
D5
GM12878- 99,7 9288 9108 O 180 629803 O 100 100 100
D7

La Tabla 15 engloba los datos del estudio presentados por muestra, en los que los resultados de las variantes
se comparan con el método de referencia compuesto y con caracteristicas bien definidas. La deteccion de cada
tipo de variante se evalla de forma independiente: SNV, inserciones y deleciones. Quedan excluidas las
posiciones de referencia.

Tabla 15 Coincidencia de Somatic (somatica) por muestra y tipo de variante

SNV Inserciones Deleciones
Muestra Previsto TP FN Previsto TP FN Previsto TP FN
GM12877 999 999 0 567 567 0 486 459 0
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx

Muestra
GM12878
GM12879
GM12884
GM12885
GM12888
GM12877-D5
GM12877-D7
GM12878-D5
GM12878-D7

SNV
Previsto TP
2457 2457
1539 1539
1836 1836
2025 2025
1782 1782
5454 5392
5454 5406
5454 5192
5454 5445

FN Previsto

540
567
675
675
621
1782
1782
28 1782
0 1782

OO O O O oo o

Inserciones

TP
513
540
648
648
621
1647
1728
1651
1719

FN

O © OoO/lo o o|lo oo

illumina

Deleciones
Previsto TP FN
648 594 0
486 459 0
567 540 0
594 540 0
513 486 0
2052 1891 0
2052 1898 0
2052 1856 5
2052 1944 0

Las diez muestras se analizaron con una mayor profundidad para hacer llamadas a inserciones y deleciones de
menor tamafo (indels) (Tabla 16). Se detectd un total de 71 indels cuyo tamafio oscilaba entre 1y 24 pb en el

caso de las inserciones y entre 1y 25 pb en el caso de las deleciones.

Tabla16 Resumen de la deteccion de indels de Somatic (somatica)

Tipo de
variante

Insercion

Delecién

Variantes
previstas

10773
11502

N.° de documento 200031448 v0OO
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TP

10 282
10 667

FN

9
5

Ausencia de llamadas de variante

482
830

PPA

99,2
>99,9
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Los 150 amplicones se disefiaron para cubrir diferentes clases de contenido gendmico. El contenido de GC de los amplicones oscilaba
entre el 0,19 % y el 0,87 %. Los amplicones también contenian una serie de repeticiones de nucledtido Unico (por ejemplo, poli-A y poli-
T), de dinucledtidos y de trinucleétidos. Los datos se recopilaron por amplicon (Tabla 17) con el objetivo de determinar el efecto del
contenido gendmico en el porcentaje de llamadas correctas. El porcentaje de llamadas correctas contiene las llamadas de variantes y
de referencia y se sitla por debajo del 100 % si se producen llamadas incorrectas o ausencia de llamadas.

Tabla 17 Exactitud en el nivel del amplicén de Somatic (somatica)

. . Tamano del Bases en i .. ) Ausencia % de
o, Inicio del Final del R Contenido genémico Contenido Llamadas Llamadas
Amplicén  Cromosoma o, L, fragmento regiones de L, i de llamadas
amplicon amplicén . . del amplicon de GC correctas incorrectas
analizado confianza llamadas correctas
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 35066 0 88 99,7
2 1 109465122 109465200 79 79 Poli-A (5), poli-C (5), 0,38 29827 0 35 99,9
indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 34202 0 283 99,2
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 34613 0 163 99,5
5 1 228526602 228526682 81 81 Poli-G (5) 0,69 30571 0 47 99,8
6 1 236372039 236372108 70 70 Poli-T (10), indel 0,39 26 452 0 8 100,0
7 1 247812041 247812128 88 88 Poli-A (5), CT (3), 0,27 33148 0 116 99,7
TAA (3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 33928 0 92 99,7
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 30218 0 22 99,9
10 2 177016721 177016805 85 81 N/A 0,65 30616 0 2 >99,9
1 2 186625727 186625801 75 75 Poli-A (8) 0,35 28 017 0 499 98,3
12 2 190323504 190323591 88 88 Poli-T (5) 0,42 33207 0 57 99,8
13 2 200796740 200796826 87 87 Poli-T (5), indel 0,31 32524 9 718 97,8
14 2 212245049 212245139 91 91 Poli-T (5), poli-A (6), 0,3 33972 0 456 98,7
indel

15 2 228147052 228147144 93 93 N/A 0,43 35051 0 103 99,7
16 2 235016350 235016422 73 73 Poli-T (5), indel 0,42 27 459 0 136 99,5
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 34534 0 620 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 N/A 0,43 31339 0 44 99,9
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 26 373 0 87 99,7

Xd0SS basixeN ojuswniisul [P 0Sh 8p Sau0jooNsU|



‘'NOIOVLH0dX3 YdVd O10S "OYLIA NI OJILSONOVIA OSN vdvd

00A 8771LE000¢ 0IUSWNI0P 8P o°'N

LS9®pP/LE

Amplicén

20

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45

Cromosoma

S

e N T

o o o ol oo g g A

N N N o o o o

Inicio del
amplicén

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
74077114
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735

Final del
amplicén

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821

Tamafio del
fragmento
analizado

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87

Bases en
regiones de
confianza

88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87

Contenido genémico Contenido

del amplicén
Poli-A (5), poli-T (5),
poli-A (9), TG (3)
Indel
Poli-A (6)

Poli-G (6), poli-T (5),
poli-A (5)

N/A
Poli-A (5), indel
Poli-A (5)
Poli-A (7), indel
N/A
GT(3), CCA(3)
N/A
Poli-A (6), indel
Poli-T (5)
CT(4), AG(3)
Indel
Poli-G (6)
Indel
GCT(5), indel

Poli-T (5), TCT(3),
CTT(3)

Indel
Poli-C (6)
Poli-G (5), indel
Poli-A (5)
N/A
Indel

Poli-A (7), AG(4)

de GC

0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26

Llamadas
correctas

32829

27 925
29327
36 585

29427
23 356
25942
22944
28 299
31658
24120
31297
25277
34308
28 266
38 489
34730
35057
36647

35681
32438
35441
34354
27575
33060
32423

Llamadas
incorrectas

o

O O O O O o o olo o o o o wu, o

O o/l o o o o o

Ausencia
de
llamadas

857

47
162
7

57
75
140
560
53
94
72
77
55
90
163
67
46
483
406

238
70
91
44
28

213

489

% de
llamadas
correctas

97,5

99,8
99,4
99,7

99,8
99,7
99,5
97,6
99,8
99,7
99,7
99,8
99,8
99,7
99,4
99,8
99,9
98,6
98,9

99,3
99,8
99,7
99,9
99,9
99,4
98,5
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Amplicén

46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

Cromosoma

0 00 NN

© ©|  © © © oo

10
10
10
10
10
10
10
"
"
"
"
"
"

Inicio del
amplicén
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629

27317777

33018351

45084159

55892599

101611250
118351373

8159816

30177648

47470345

59837679

64418856

93529612

Final del
amplicén
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726

27317855

33018440
45084253

55892687
101611329
118351453

8159912

30177717
47470444

59837740

64418957
93529684

Tamafio del
fragmento
analizado

85
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73

Bases en
regiones de
confianza

85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73

Contenido genémico Contenido

del amplicén

Indel
Poli-G (5), indel

Poli-G (6), poli-C (6),
indel

N/A
Indel
N/A

Poli-G (7), CTC(4),
indel

Indel
Poli-G (6)
Indel
N/A
AT(3)
Poli-C (6), indel
Poli-G (5), indel
GC(3)
Poli-T (5)
Poli-A (5), poli-T (5)
Indel
AC(11), indel
N/A
N/A
N/A
Indel
N/A
Indel
N/A
Poli-A (5)

de GC

0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59

0,4

Llamadas
correctas
32074
33791
34 316

24 901
35067
31365
32781

25228
36 968
24 472
36 203
31329
36472
29473
34188
29 843
33968
35829
32098
30217
30531
36105
26 318
37785
23 368
38 546
27 516

Llamadas
incorrectas

O o o/lo o o o o o o o o o o o o

0o
[ee]

O o o o o o o o

Ausencia
de
llamadas

56
281
82

47
87

890

146
76
100
85
45
201
1
213

68
81
2048
28
96
192
153
24
68

78

% de

llamadas
correctas

99,8
99,2
99,8

99,8
99,8
>99,9

97,4

99,4

99,8

99,6

99,8

99,9

99,5
>99,9
99,4

99,9

99,8

99,8

93,8

99,9

99,7

99,5

99,4

99,9

99,7
>99,9
99,7
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PRI CrEeeenE Inicio- d’el Final.dfel I:‘arg:qﬁ:nfjl reBg:ziZseZe Contenido gt?n,énmico Contenido Llamadas -Llamadas Aus(;e(:cia IIaZ::deas
amplicon amplicon analizado confianza del amplicon de GC correctas incorrectas lamadas TS
73 1 101347052 101347136 85 85 N/A 0,42 32083 0 48 99,9
74 M 102477336 102477426 91 91 Poli-G (6) 0,55 34047 0 369 98,9
75 M 118406285 118406369 85 85 Indel 0,53 32065 0 74 99,8
76 M 120357801 120357885 85 85 Poli-A (5), CA(3), 0,34 32083 0 47 99,9
indel
77 1 125769313 125769397 85 85 GA(3) 0,52 32103 0 27 99,9
78 12 2834770 2834853 84 84 Poli-C (5), indel 0,52 31645 16 525 98,3
79 12 26811004 26811096 93 93 Poli-A (7), AC(4) 0,33 34824 0 330 99,1
80 12 30881766 30881846 81 81 N/A 0,49 30497 0 121 99,6
81 12 88474105 88474175 71 71 Poli-A (6) 0,35 26773 0 65 99,8
82 12 120966872 120966966 95 95 Poli-G (5) 0,68 35830 9 72 99,8
83 13 24167504 24167576 73 73 N/A 0,52 27 498 0 114 99,6
84 13 25816961 25817049 89 88 Poli-A (5), poli-T (7), 0,22 32824 0 566 98,3
poli-A (7), indel
85 13 44880112 44880200 89 89 Indel 0,49 33574 0 77 99,8
86 13 77665218 77665294 77 77 Indel 0,39 29075 0 31 99,9
87 14 31619327 31619393 67 67 GA(3), TA(3) 0,39 25313 0 13 99,9
88 14 39517884 39517966 83 83 N/A 0,25 31360 0 22 99,9
89 14 46958962 46959034 73 72 Poli-T (5), indel 0,19 26 499 0 717 97,4
90 14 58050030 58050110 81 81 Indel 0,38 30494 0 133 99,6
91 14 82390559 82390649 91 91 Indel 0,35 34313 0 86 99,7
92 14 92549544 92549609 66 66 Poli-A (5) 0,41 24 555 0 1527 941
93 14 102808496 102808589 94 94 Indel 0,62 35472 0 69 99,8
94 15 43170751 43170848 98 96 Poli-C (5) 0,45 36 264 0 24 99,9
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 25667 0 37 99,9
96 15 77879807 77879901 95 93 Poli-G (5), indel 0,68 34745 0 432 98,8
97 15 81625334 81625428 95 95 Poli-T (6) 0,43 35870 0 40 99,9
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 26762 0 76 99,7
99 15 89817413 89817503 91 91 N/A 0,36 34286 0 12 99,7

Xd0SS basixeN ojuswniisul [P 0Sh 8p Sau0jooNsU|



‘'NOIOVLH0dX3 YdVd O10S "OYLIA NI OJILSONOVIA OSN vdvd

00A 8771LE000¢ 0IUSWNI0P 8P o°'N

LS 9P OV

Amplicén

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m

112
13

14
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126

Cromosoma

15
16
16
16
16
16

Inicio del
amplicén
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574

Final de

amplicén
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643

Tamafio del
fragmento
analizado

70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70

Bases en
regiones de
confianza

70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70

Contenido genémico Contenido

del amplicén

Indel
N/A
Poli-C (5)
TA(3)
Poli-C (5)
Poli-T (5), indel
GC(3)
Poli-C (5), indel
Indel
Indel
Poli-T (5)

Poli-A (13), indel
(x2)

Poli-A (5)

Poli-A (7), AT(3), AT
(4), AT(4), indel

Indel
Poli-T (7)
GAG(3)
GA(3)

N/A
Poli-A (6), TG(3)
Poli-A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
N/A
N/A
N/A
N/A

de GC

0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64

Llamadas
correctas
26 449
23809
35860
32835
39177
34075
33632
32752
34 343
35077
33553
30554

34360
34 367

29751
32176
31604
25273
34 386
25692
27923
30598
31969
24531
37298
27 881
26 442

Llamadas
incorrectas

O o o/lo o o o o o o o

[}
w

o

O O O O O O O oo o N o o

Ausencia
de
llamadas

1
5
50
60
144
323
1
134
82
78
89
2296

38
418

119

340
141

45

399
893
20
161
48
124
109
26

% de
llamadas
correctas

>99,9
>99,9
99,9
99,8
99,6
99,1
>99,9
99,6
99,8
99,8
99,7
92,9

99,9
98,8

99,6
99,0
99,5
99,8
>99,9
98,5
96,9
99,9
99,5
99,8
99,7
99,6
99,9
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Amplicén

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Cromosoma

20
20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21

Inicio del
amplicén
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Final del
amplicén
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Tamafio del
fragmento
analizado

94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

71

Bases en
regiones de
confianza

94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Contenido genémico Contenido
de GC

del amplicén

N/A
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG(4), indel

Indel
Indel
Poli-G (6)
Indel

Indel

Poli-T (6), CA(3)

GT(3), indel

Poli-A (6), AG(3),

indel

Poli-T (5), poli-A (6)

Indel
N/A
Indel
N/A
Indel
Poli-T (5)
Poli-C (5)
N/A
N/A
N/A
Poli-A (5)

0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Llamadas
correctas

35501
30951
28 686
26372
38159
25188
32969
32818
24758
36 902
32841
25939

33942
37733
36617
36525
37 398
34754
26 046
26 019
26780

Llamadas
incorrectas

o o o ©o O o o o o o o o

O o ojlo o o o o o o o o

Ausencia

de

llamadas

31
72
42
88
20
544
309
77
181
160
48
280

78
86
49
162
24
22
36
63
58

% de
llamadas
correctas

99,9
99,8
99,9
99,7
99,9
97,9
99,1
99,8
99,2
99,6
99,9
98,9

99,8
99,8
99,9
99,6
99,9
99,9
99,9
99,8
99,8
N/A
N/A
N/A
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

Los resultados de la secuenciacién de la muestra GM12878 se compararon con un genotipo muy fiable
establecido para la NA12878 por el Instituto Nacional de Normas y Tecnologia (NIST) (v.2.19). De los

150 amplicones, 92 estaban incluidos completamente en las regiones genémicas muy fiables, 41 coincidian
parcialmente y 17 no coincidian en absoluto con la secuencia del NIST. El resultado fueron 10 000 coordenadas
por duplicado para llevar a cabo la comparacion. Las llamadas de bases de no variantes se compararon con el
conjunto hg19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Los resultados de exactitud se muestran en la
Tabla 18.

Tabla 18 Coincidencia de Somatic (somatica) de la muestra GM12878 con la base de datos del NIST

Muestra N.° de Media de indice TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplicones de llamada
GM12878 133 98,8 2808 O 258488 0 100 100 100

Segun los datos proporcionados por este estudio de Somatic (somatica) de nueve experimentos, el Instrumento
NextSeq 550Dx puede secuenciar de forma sistematica:

* Contenido de GC =219 % (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 378 de los
amplicones secuenciados con el 19 % de contenido de GC y se obtuvo un indice de ausencia de
llamadas del 2,6 %)

* Contenido de GC =87 % (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 378 de los
amplicones secuenciados con el 87 % de contenido de GC y se obtuvo un indice de ausencia de
llamadas del 0,6 %)

* Longitudes de poli-A <9 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 378 de los
amplicones secuenciados que contenian una repeticion de poli-A de nueve nucledtidos y se obtuvo
un indice de ausencia de llamadas del 2,5 %)

* Longitudes de poli-T =10 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 378 de los
amplicones secuenciados que contenian una repeticién de poli-T de diez nucleétidos y se obtuvo un
indice de ausencia de llamadas de menos del 0,1 %)

* Longitudes de poli-G =6 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 2268 de los
amplicones secuenciados que contenian una repeticion de poli-G de seis nucledtidos y se obtuvo un
indice de ausencia de llamadas del 0,5 %)

* Longitudes de poli-C =6 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 756 de los
amplicones secuenciados que contenian una repeticion de poli-C de seis nucledtidos y se obtuvo un
indice de ausencia de llamadas del 0,4 %)

* Longitudes de repeticion de dinucledtidos <4 x (se llamaron correctamente todas las bases
llamadas de 1890 de los amplicones secuenciados que contenian una repeticién de dinucleédtidos de
4x y se obtuvo un indice de ausencia de llamadas del 0,9 %)

* Longitudes de repeticion de trinucledtidos <5x (se llamaron correctamente todas las bases
llamadas de 378 de los amplicones secuenciados que contenian repeticién de trinucledtidos de 5x y
se obtuvo un indice de ausencia de llamadas del 1,4 %)
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Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

* Longitudes de insercidon <23 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 378 de los
amplicones secuenciados que contenian una insercién de 23 nucleétidos y se obtuvo un indice de
ausencia de llamadas del 0,8 %)

* Longitudes de delecién <25 (se llamaron correctamente todas las bases llamadas de 1134 de los
amplicones secuenciados que contenian una delecién de 25 nucleétidos y se obtuvo un indice de
ausencia de llamadas del 0,7 %)

Precision

Se determind la precision del Instrumento NextSeq 550Dx mediante la prueba de 13 muestras Unicas de
Platinum Genomes con tres instrumentos, tres lotes de reactivos y tres técnicos para generar nueve
experimentos de secuenciacion durante cinco dias de inicio. El ensayo representativo, las muestras y el método
de referencia son los mismos que se han descrito en el estudio de precision de Germline (germinal). Se
determinaron las contribuciones de precisidon analizando los componentes de varianza con el valor de VAF
como variable de respuesta y calculando las desviaciones estandares en el nivel del componente del
instrumento, el lote de reactivos, el técnico y el dia de inicio (Tabla 19). El nimero total de observaciones
empleado en el analisis de la variabilidad del instrumento, el técnico o el lote de reactivos fue de 699, 176 y 235
paralas SNV, las inserciones y las deleciones, respectivamente.

Tabla 19 Resultados de precision del instrumento NextSeq 550Dx (desviacion estandar)

DE de componente DE total
Componente Tipo de variante Max. Mediana Max. Mediana
Lote SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Insercion 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delecidn 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
Instrument (Instrumento) SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
Insercion 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delecidn 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Técnico SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Insercién 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delecidn 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Dia SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Insercion 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delecidn 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188
N.° de documento 200031448 v00 43 de 57

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO. SOLO PARA EXPORTACION.



Instrucciones de uso del instrumento NextSeq 550Dx illumina

Comparacion de métodos (plataforma de secuenciacion)

Las muestras de sangre completa y FFPE se evaluaron en los instrumentos Instrumento NextSeq 550Dx y
MiSeqDx con los flujos de trabajo de Germline (germinal) y Somatic (somatica) de TruSeq Custom Amplicon Kit
Dx. Se evalud la coincidencia de frecuencia de variante en muestras de sangre y FFPE usando varios ensayos
representativos. La Figura 2 representa la correlacion de VAF entre dos instrumentos para un ensayo
representativo y la Tabla 20 resume dicha correlacidn mediante un perfil de ensayo. Debido a la fuerte
correlacion entre los instrumentos MiSeqDx y Instrumento NextSeq 550Dx, se determina que las caracteristicas
de rendimiento relacionadas con los factores preanaliticos (por ejemplo, los métodos de extraccidn y las
sustancias interferentes) se pueden aplicar a ambos instrumentos. Consulte las instrucciones de uso de TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx para obtener mas detalles.

Figura 2 Correlacién de VAF de los instrumentos MiSeqDx a NextSeq 550Dx para las muestras FFPE
(izquierda) y de sangre (derecha) con el Ensayo 1

Somatic (somatica) Germline (germinal)

09 0,9
< 08 E 0,8
% 0,7 > 07
8 06 S 06
uwy
in 05 ‘05
g 04 2 04
£ 03 % 03
Z 02 = 03
0,1 0l
0 0
0 01 02 03 04 05 06 0,7 08 09 1 0 0102 03 04 0506 07 08 09 1
MiSeqDx (VAF) MiSeqDx (VAF)

Tabla 20 Resultados de la comparacion de métodos con muestras de sangre y FFPE Unicas

E .
Fuente . ooY0 Duplicados D P°24%8  opservaciones y
(perfil de L. técnicos . ., Correlacion
de . . bioldgicos (n.° de Pendiente Interseccion
oligonucleéti- (por i (R2)
ADNg (muestras) variantes)
dos) muestra)
Sangre Ensayo1 45 2 8369' 0,992 0,002 0,995
Sangre Ensayo 2 45 2 5457 0,995 0,005 0,981
FFPE Ensayo 1 46 2 8319 0,993 0,000 0,9972
FFPE Ensayo 3 40 1 280 0,969 0,015 0,978

'Se eliminaron dos puntos de datos segun la limitacién indicada para el médulo Germline Variant (Variante germinal).
2Coeficiente de determinacion de los diagramas de VAF, como se muestra en la figura 2.
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Reproducibilidad

La reproducibilidad del Instrumento NextSeq 550Dx se evalud usando muestras de Platinum Genomes con un
ensayo representativo diseflado para buscar una variedad de genes en 12 588 bases de 23 cromosomas
diferentes utilizando 150 amplicones. Las pruebas de Germline (germinal) se componian de siete duplicados de
13 muestras; las de variantes somaticas de seis duplicados de siete muestras con diferentes niveles de VAF.
Las muestras se prepararon con TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Las pruebas se llevaron a cabo en tres centros externos con un lote de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2 (300 cycles). En cada centro se us6 un unico instrumento NextSeq 550Dx. Dos técnicos llevaron a cabo las
pruebas en cada centro. Cada técnico llevé a cabo las pruebas en tres dias de inicio no consecutivos para cada
tipo de muestra en un total de 36 experimentos en cada uno de los tres centros. El resultado fueron

18 experimentos para cada flujo de trabajo de Germline (germinal) y Somatic (somatica).

Germline (Germinal)

Las variantes germinales con nivel de VAF =0,2 se registran como llamadas positivas (variante). Para las
variantes germinales positivas previstas, se evaluaron los datos de indice de ausencia de llamada y el indice de
llamadas positivas correctas en cada tipo de variante (SNV, insercidon y delecion). La Tabla 21 resume los
indices observados, junto con los niveles de confianza superior e inferior (LCL/UCL) al 95 % calculados con el
método de Wilson para cada tipo de variante.

Tabla 21 Observaciones de llamadas de variantes germinales para los resultados positivos previstos por tipo
de variante

Ausencia de llamadas Llamada positiva correcta

Tipo de

. LCLal UCLal
variante Observado Total Porcentaje Observado Total Porcentaje

95% 95%

SNV 16 110376 0,014 110 349 110 360 99,99 99,98 99,99
Inserciones 1026 37044 2,77 36018 36018 100 99,99 100,00
Deleciones 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

Las variantes germinales con nivel de VAF <0,2 se registran como llamadas negativas (estado natural). Para las
variantes germinales negativas previstas, se evaluaron los datos de indice de ausencia de llamada e indice de
llamadas en estado natural correctas. La Tabla 22 resume los indices observados, junto con los niveles de
confianza superior e inferior (LCL/UCL) al 95 % calculados con el método de Wilson.

Tabla 22 Observaciones de llamadas de variantes germinales para los resultados negativos previstos
Ausencia de llamadas Llamada negativa correcta

Tipo de LCL ucL
variante  Qpservado Total Porcentaje  Observado Total Porcentaje al al
95 % 95 %
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Estado 4883 19600182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00
natural

Las variantes germinales con nivel de VAF 20,2 y <0,7 se conocen como heterocigdticas positivas y las
variantes con nivel de VAF =0,7 se conocen como homocigéticas positivas. Se utilizaron muestras de variantes
germinales con variantes heterocigoéticas para determinar si la variabilidad intrinseca del ensayo podria afectar
alallamada de genotipo. Se determind el valor Cx para ambos valores de corte (0,2 para genotipos
heterocigoticos y 0,7 para genotipos homocigéticos), donde la x equivale a la proporcidn de pruebas repetidas
que superan el valor de corte. Para el valor de corte inferior de VAF de 0,2, el valor Cx es 299,999 %, lo que
indica que 299,999 % de las variantes heterocigdticas seran heterocigéticas. En relacién con el valor de corte
superior de VAF de 0,7, el valor Cx es <0,001 %, lo que indica que <0,001 % de las variantes heterocigdticas
seran homocigdticas. La Tabla 23 resume los resultados por tipo de variante.

Las variantes germinales con nivel de VAF =0,2 y <0,7 se conocen como heterocigdticas positivas y las
variantes con nivel de VAF =0,7 se conocen como homocigéticas positivas. Se utilizaron muestras de variantes
germinales con variantes heterocigéticas para determinar si la variabilidad intrinseca del ensayo podria afectar
a lallamada de genotipo. Se determiné el valor Cx para ambos valores de corte (0,2 para genotipos
heterocigoéticos y 0,7 para genotipos homocigéticos), donde la x equivale a la proporcidn de pruebas repetidas
que superan el valor de corte. En relacion con el valor de corte inferior de VAF de 0,2, el valor Cx es 299,999 %,
lo que indica que 299,999 % de las variantes heterocigéticas seran heterocigéticas. Para el valor de corte
superior de VAF de 0,7, el valor Cx es <0,001 %, lo que indica que <0,001 % de las variantes heterocigoéticas
seran homocigdticas. La Tabla 23 resume los resultados por tipo de variante.

Tabla 23 Valores Cx de variantes germinales para variantes heterocigéticas

Valor de corte con VAF de 0,2 Valor de corte con VAF de 0,7
Tipo de variante
=C99,999 % =CO0,001 %
SNV 94/94 94/94
Inserciones 24/24 24/24
Deleciones 35/35 35/35
Total 153 153

Somatic (somatica)

Las Somatic Variants (Variantes somaticas) con un nivel de VAF =0,026 se registran como positivas (variante).
Las observaciones con niveles de VAF 20,01y <0,026 se consideraron dudosas a efectos de este andlisis (ni
positivas ni negativas; se marcaron como frecuencia de variante baja). Para evaluar el rendimiento, se
calcularon los resultados de tres formas distintas:

* Caso mas favorable: Cualquier resultado dudoso se considerd una llamada positiva correcta
(coincidencia con los resultados previstos).

* Caso mas desfavorable: Cualquier resultado dudoso se considerd una llamada incorrecta
(discrepancia con los resultados previstos).
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* Caso de exclusién: Cualquier resultado dudoso se excluyd del andlisis.

Las tres tablas (Tabla 24, Tabla 25 y Tabla 26) resumen los resultados de las llamadas del caso mas favorable,
del mas desfavorable y del de exclusion, respectivamente, junto con los niveles de confianza superior e inferior
(LCL/UCL) al 95 % calculados con el método de puntuacion de Wilson.

Tabla 24 Observaciones de llamadas de Somatic (somatica) para los resultados positivos previstos por
tipo de variante (caso mas favorable)

Llamada positiva correcta
Tipo de variante

Observado Total Porcentaje LCL al 95 % UCLal 95 %
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inserciones 18 036 18 036 100 99,98 100,00
Deleciones 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Tabla 25 Observaciones de llamadas de Somatic (somatica) para los resultados positivos previstos por
tipo de variante (caso mas desfavorable)

Tipo de variante Llamada positiva correcta

Observado Total Porcentaje LCL al UCL al
95 % 95 %
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inserciones 18 000 18 036 99,8 99,72 99,86
Deleciones 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Tabla 26 Observaciones de llamadas de Somatic (somatica) para los resultados positivos previstos por
tipo de variante (llamadas dudosas eliminadas)

) ) Llamada positiva correcta
Tipo de variante

Observado Total Porcentaje LCL al 95 % UCL al 95 %
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inserciones 18 000 18 000 100 99,98 100,00
Deleciones 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Las Somatic Variants (Variantes somaticas) con un nivel de VAF <0,01 se registran como llamadas negativas
(estado natural). Para las ubicaciones de Somatic (somatica) negativas previstas, se evaluaron los datos del
indice de ausencia de llamada y el indice de llamadas en estado natural correctas. Se determinaron las llamadas
en estado natural correctas mediante la exclusiéon del valor de ausencia de llamadas y la resta de las llamadas
observadas que cayeron en la zona dudosa (niveles de VAF =0,01y <0,026), asi como de las llamadas
incorrectas situadas por encima del valor de corte (niveles de VAF =0,026) respecto del total. La Tabla 27
resume los resultados observados, el total y de porcentaje de las ubicaciones de Somatic (somatica) negativas
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para determinar el indice de ausencia de llamadas y el indice de llamadas en estado natural correctas, asi como
los niveles de confianza inferior y superior (LCL/UCL) al 95 % calculados con el método de puntuacion de
Wilson.

Tabla 27 Observaciones de llamadas de Somatic (somatica) para los resultados negativos previstos

Variante .
. Ausencia de llamadas Llamada correcta
Tipo
LCL UcCL
Observado Total Porcentaje Dudosa Incorrecta Correcta Total Porcentaje al al
95% 95%
Estado natural 36326 8909676 0,408 2254 121 8870975 8873350 99,97 99,972 99,974

Se evaluaron las muestras de Somatic (somatica) a niveles de VAF distintos para la misma variante con el fin de
determinar el valor C95 del ensayo (en cada tipo de variante). Con el fin de evaluar la variabilidad préxima al
valor de corte del ensayo, se usaron muestras con niveles de VAF esperados de entre 0,02 y 0,07. Se determind
el valor C95 para cada variante, con el C95 mas alto para cada tipo de variante que aparece enla Tabla 28.

Tabla 28 Resumen de C95 de Somatic (somatica)

Tipo de variante N C95

SNV 74 0,0613
Insercién 24 0,0573
Delecidn 33 0,0575

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

Descripcion general

El NextSeq 550Dx es compatible con dos kits de reactivos: NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cycles) y NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Para demostrar que NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) puede cumplir los requisitos de rendimiento analitico verificados y
validados con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles), se realizaron estudios con

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Se llevaron a cabo dos preparaciones de bibliotecas
usando TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, una con el flujo de trabajo de Germline (germinal) y la otra con el flujo
de trabajo de Somatic (somatica). Las bibliotecas de cada flujo de trabajo se analizaron con tres lotes de
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) usando tres instrumentos NextSeq 550Dx. Ademas,
las pruebas de cada flujo de trabajo incluyeron un experimento unico con NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cycles).
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Sensibilidad analitica (limite del blanco [LoB] y limite de deteccién [LoD])

La verificacion con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) demostré que el Instrumento
NextSeq 550Dx podria detectar variantes con una VAF de 0,05 con un error de tipo Il =0,05 y que el valor de
corte con una VAF de 0,026 empleado por el médulo Somatic Variant (Variante somatica) (LoB real) admite un
error de tipo | =0,01. Sobre la base de estas afirmaciones, se espera que una variante con una VAF de 0,05 sea
superior o igual con una VAF de 0,026 el 95 % del tiempo y que una posicion en estado natural sea inferior con
una VAF de 0,026 el 99 % del tiempo. Para asegurarse de que estas afirmaciones se cumplieran con

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), se repitieron las mediciones en el instrumento
NextSeq 550Dx con muestras en estado natural (muestras de LoB) y con muestras que contenian variantes con
una VAF de 0,05 (muestras de LoD) usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). A
continuacion, se comparo la proporcion de llamadas por encima y por debajo del valor de corte de 0,026 con las
afirmaciones establecidas con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Las pruebas incluyeron dos muestras de LoD, cada una con un conjunto Unico de variantes selectivas con una
VAF de 0,05, y las correspondientes muestras de LoB que estaban en estado natural para las variantes
selectivas. Para la preparacion de bibliotecas, las muestras de LoD y LoB se procesaron en duplicados de ocho
y siete, respectivamente, usando TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Las bibliotecas se secuenciaron inicialmente
usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) para identificar variantes/coordenadas
gendmicas para la evaluacion de LoB/LoD con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).
Todas las variantes con una VAF promedio de entre 0,045y 0,055 (variantes de LoD) basadas en los resultados
de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) se usaron para el analisis de LoD (N = 51 variantes).
En el analisis de LoB, se evaluaron las correspondientes 51 coordenadas gendmicas.

En la evaluacion de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), las bibliotecas se secuenciaron
en tres experimentos durante tres dias consecutivos usando el mismo instrumento y lote de kit de reactivos.
Estas pruebas supusieron 24 duplicados para cada una de las 51 variantes de LoD y 21 duplicados para cada
una de las posiciones en estado natural correspondientes. La proporcién de llamadas en estado natural con una
VAF <0,026 se recoge en la Tabla 29. La proporcién de llamadas de variantes de LoD con una VAF superior o
igual a 0,026 se recoge en la Tabla 30.

Tabla 29 Proporcion de llamadas con <0,026 para las posiciones en estado natural (evaluacién de
afirmaciones de LoB)

N.° de Proporcion al
Variante Posiciones Total de mediciones de Proporcion 95 %
Tipo evaluadas observaciones VAF <2,6 % Intervalo de
22,6 % confianza
SNV 32 672 0 1 0,994-1
Inserciéon 11 231 0 1 0,984-1
Delecion 8 168 0 1 0,978-1
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Tabla 30 Proporcion de llamadas =0,026 VAF para las variantes de LoD (evaluacion de afirmaciones de
LoD)

N.° de N.° de Proporcion
Variante Posiciones Total de mediciones de  mediciones de  Proporcion al 95 %
Tipo evaluadas observaciones VAF VAF =26 % Intervalo de
<2,6 % 22,6 % confianza
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993-1
Insercién 11 264 3 261 0,989 0,967-
0,996
Delecién 8 192 2 190 0,99 0,963-
0,997

Exactitud

Germline (Germinal)

El siguiente estudio se llevd a cabo para evaluar la exactitud de la llamada de variantes del médulo Germline
Variant (Variante germinal) usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Se analizaron
doce muestras Unicas de Platinum Genomes con un ensayo representativo. Se llevé a cabo un total de

11 experimentos con tres instrumentos NextSeq 550Dx y tres NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles).

Se determiné la exactitud de las SNV, las inserciones y las deleciones mediante la comparacion de los
resultados con un método de referencia compuesto y con caracteristicas bien definidas: la version 1.0 de
Platinum Genomes de 2016. Se proporcionan para su uso como referencia los resultados de exactitud de un
unico experimento de secuenciacion con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). En la
Tabla 31 se proporciona un resumen de los resultados.

Tabla 31 Resumen de la coincidencia de Germline (germinal)

Resultado Resultado
Total de Resultado por Resultado por or or
Criterios observaciones observacion observacion expeFr)imento expeFr)imento

v2.5)" v2.5)2 v2)3

( ) ( ) (v2) (v2.5)% (v2)*
PPA de SNV 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9
PPA de 1056 100 100 100 100
inserciones
PPA de 1056 95,2 95,2 >99,9 >99,9
deleciones
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
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'Calculado de la siguiente manera: nimero de muestras por experimento x nimero de experimentos (96 muestras por
experimento x 11 experimentos = 1056 observaciones).
2Valor observado mas bajo por duplicado de muestra en todos los experimentos (en funcién de 11 experimentos de

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Valor observado méas bajo por duplicado de muestra en un experimento (96 observaciones en total).
4Valor més bajo cuando los datos de cada experimento se analizan en conjunto.

Somatic (somatica)

El siguiente estudio se llevd a cabo para evaluar la exactitud de la llamada de variantes del médulo Somatic
Variant (Variante somatica) en el instrumento NextSeq 550Dx usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cycles). Se analizaron diez muestras FFPE de Platinum Genomes (dos con variantes diluidas hasta
con una VAF de 0,05) usando un ensayo representativo. Se llevé a cabo un total de 11 experimentos con tres
instrumentos NextSeq 550Dx y tres lotes de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Se determind la exactitud de las SNV, las inserciones y las deleciones mediante la comparacion de los
resultados con un método de referencia compuesto y con caracteristicas bien definidas: la versidn 1.0 de
Platinum Genomes de 2016. Se proporcionan para su uso como referencia los resultados de exactitud de un
Unico experimento de secuenciacidén con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). En la
Tabla 32 se proporciona un resumen de los resultados.

Tabla 32 Resumen de la coincidencia de Somatic (somatica)

Total de Resultado por Resultado por Resultado por  Resultado por
Criterios observaciones observacion observacion experimento experimento
(v2.5)! (v2.5)2 (v2)3 (v2.5)% (v2)4
PPAde SNV 528 100 100 100 100
PPA de 528 96,9 96,9 >99,9 >99,9
inserciones
PPA de 528 100 100 100 100
deleciones
NPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

TCalculado de la siguiente manera: nimero de muestras por experimento x niimero de experimentos (48 muestras por
experimento x 11 experimentos = 528 observaciones).
2Valor observado mas bajo por duplicado de muestra en todos los experimentos (en funcién de 11 experimentos de

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Valor observado mas bajo por duplicado de muestra en un experimento (96 observaciones en total).
4Valor mas bajo cuando los datos de cada experimento se analizan en conjunto.

Precision

Germline (Germinal)
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La precisidn de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) con el médulo Germline Variant
(Variante germinal) se evalué usando muestras de Platinum Genomes y un ensayo representativo. Las pruebas
consistieron en la preparacién de una unica biblioteca usando TruSeq Custom Amplicon Kit Dx e incluyeron

12 muestras procesadas con ocho duplicados cada una. Las bibliotecas se secuenciaron con tres lotes de
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) y tres instrumentos NextSeq 550Dx para un total de
nueve experimentos de secuenciacion.

Se usaron muestras con variantes heterocigoticas para determinar si la variabilidad intrinseca del ensayo podria
afectar a la llamada de genotipo (N = 153 variantes heterocigdticas Unicas). Se determiné el valor Cx para
ambos valores de corte (0,2 para genotipos heterocigéticos y 0,7 para genotipos homocigéticos) del médulo
Germline Variant (Variante germinal), donde la x equivale a la proporcién de pruebas repetidas que superan el
valor de corte. Para el valor de corte inferior de VAF de 0,2, la variante con el valor Cx minimo para

NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) fue >99,9 %, lo que indica que >99,9 % de las variantes
heterocigoéticas se denominarian heterocigdticas. Para el valor de corte superior de VAF de 0,7, la variante con
el valor Cx maximo para NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) fue <1,5 %, lo que indica que <1,5 % de
las variantes heterocigdticas se denominarian homocigéticas. La Tabla 33 resume los resultados por tipo de
variante. Se proporcionan para su uso como referencia los valores Cx del Unico experimento de secuenciacién
usando NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Tabla 33 Valores Cx de variantes germinales para variantes heterocigoticas

) Valor de corte con una VAF de 0,2 Valor de corte con una VAF de 0,7
J;I;Z:tee N Valor Cx minimo  Valor Cx minimo  Valor Cx maximo  Valor Cx maximo
(v2.5)! (v2)? (v2.5)° (v2)?
SNV 94 >999% >99,9 % 1,5% 1,0 %
Inserciones 24 100 % 100 % 0% <0,1%
Deleciones 35 100% >99,9 % <01% <01%

TValores Cx basados en las estimaciones de la desviacion estandar total a partir del andlisis de los componentes de

varianza.
2Valores Cx basados en las desviaciones estandares de las muestras.

Somatic (somatica)

La precisidon de NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) con el médulo Somatic Variant
(Variante somatica) se evalué usando muestras FFPE de Platinum Genomes y un ensayo representativo. Las
pruebas consistieron en la preparacién de una Unica biblioteca usando TruSeq Custom Amplicon Kit Dx e
incluyeron dos muestras con ocho duplicados cada una. Las bibliotecas se secuenciaron usando tres lotes de
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) y tres instrumentos NextSeq 550Dx para un total de
nueve experimentos de secuenciacion.

Las variantes somaticas con niveles de VAF previstos <0,10 de VAF (N = 131 variantes Unicas) se usaron para
evaluar la variabilidad del instrumento cerca del valor de corte de VAF del mdédulo Somatic Variant (Variante
somatica) (las variantes somaticas con un nivel de VAF =0,026 se denominan positivas para la variante). Se
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determinaron los valores C95 para cada variante somatica. Los valores C95 representan la VAF en la que la
probabilidad de ser mayor que el valor de corte de VAF del mdédulo Somatic Variant (Variante somatica) es del
95 %. Los valores C95 mas altos por tipo de variante aparecen recogidos en la Tabla 34. Se proporcionan para
su uso como referencia los resultados de C95 de un Unico experimento de secuenciacién usando

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Tabla 34 Resumen de C95 de Somatic (somatica)

Tipo de variante N.° de variantes evaluadas C95 (v2.5)" C95 (v2)2
SNV 74 0,064 0,063
Inserciones 24 0,062 0,061
Deleciones 33 0,060 0,060

TValores C95 basados en las estimaciones de la desviacion estandar total a partir del anélisis de los componentes de

varianza.
2Valores C95 basados en las desviaciones estandares de las muestras.

Comparacion de métodos (kit de reactivos)

Germline (Germinal)

Se evaluaron las VAF promedio de 215 variantes Unicas en NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cycles) y en NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) usando los resultados generados
por el médulo Germline Variant (Variante germinal). Los promedios de VAF se calcularon a partir de

11 experimentos de secuenciacion (v2.5) y un experimento de secuenciacién (v2). Se usaron al menos ocho
duplicados para calcular el promedio para cada variante. La Figura 3 representa la correlacion de VAF entre los
dos kits de reactivos. En funcién de la fuerte correlacidn de VAF lineal y de la similitud de los resultados entre
los Kits de reactivos, se determina que las caracteristicas de rendimiento verificadas y validadas inicialmente
con NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) con el médulo Germline Variant (Variante
germinal) son aplicables a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).
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Figura 3 Correlacion de frecuencia alélica de variantes (VAF) del médulo Germline Variant (Variante germinal)

entre NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) y NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles).

1-| N =215 variantes Unicas
RA2 = 0,9994
Pendiente = 1,0010
Interseccion = 0,00009

0,9
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0,7
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v2.5 VAF (media)

0,4
0,3
0,2

02 03 04 05 06 07 08 09 1
v2 VAF (media)

Somatic (somatica)

Se evaluaron las VAF promedio para 501 variantes Unicas en NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cycles) y NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) usando los resultados generados por
el médulo Somatic Variant (Variante somatica). Los promedios de VAF se calcularon a partir de 11 experimentos
de secuenciacion (v2.5) y un experimento de secuenciacion (v2). Se usaron al menos tres duplicados para
calcular el promedio para cada variante Unica. La Figura 4 representa la correlacién de VAF entre los dos kits de
reactivos. En funcion de la fuerte correlacion de VAF y de la similitud de los resultados entre los kits de
reactivos, se determina que las caracteristicas de rendimiento verificadas y validadas con NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) con el médulo Somatic Variant (Variante somatica) son aplicables a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).
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Figura 4 Correlacion de frecuencia alélica de variantes (VAF) del médulo Somatic Variant (Variante somatica)
entre NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) y NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles).
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Historial de revisiones

Documento Fecha Descripcion del cambio

N.° de Junio Publicacién inicial.

documento 200031448 de Documento anterior 1000000030326 sustituido por este.

v0O 2023 Cambios del documento 1000000030326 v6 a este nuevo
documento:

» Se ha afiadido contenido para admitir Illumina DRAGEN Server
opcional para NextSeq 550Dx.

» Se actualizé el niumero de pieza del filtro de aire.

Cambios realizados anteriormente en el documento

1000000030326:

o Actualizaciones realizadas para rectificar el contenido afiadido
de forma involuntaria desde el software de origen.

» Se ha afiadido una declaraciéon de Advertencias y precauciones
sobre la notificacion de incidentes graves.

» Se ha afiadido una declaracién a los Principios de Procedimiento
en la que se indica el usuario previsto.

» Se ha eliminado la referencia a High Output Reagent Kit v2
(300 cycles).

» Se ha afadido la referencia a High Output Reagent Kit v2.5
(75 cycles).

» Se ha afiadido la tabla Historial de revisiones. Se ha modificado
la direccion del representante autorizado en la UE.

Patentes y marcas comerciales

Este documento y su contenido son propiedad exclusiva de lllumina, Inc. y sus empresas vinculadas (“lllumina”) y estan previstos solamente
para el uso contractual de sus clientes en relacidn con el uso de los productos descritos en ély no para ningun otro fin. Este documento y su
contenido no se utilizaran ni distribuiran con ningun otro fin ni tampoco se comunicaran, divulgaran ni reproduciradn de 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, derechos de autor ni derechos consuetudinarios o derechos similares de terceros.

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

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

ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA DERIVADA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUI DESCRITOS (LO QUE
INCLUYE LAS PIEZAS O EL SOFTWARE).

© 2023 lllumina, Inc. Todos los derechos reservados.

Todas las marcas comerciales pertenecen a lllumina, Inc. o a sus respectivos propietarios. Si desea obtener informacién concreta sobre las
marcas comerciales, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Informacion de contacto

wl e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way Promotor australiano

San Diego, California 92122 (EE. UU.) IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (fuera de Norteamérica) lurmina Nethariands BV, Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com % iﬁiﬁnzﬁf,‘ll"nﬁ‘;"e" Australia

Etiquetado de productos

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