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

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

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

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

© 2020 Illumina, Inc. Todos los derechos reservados.

Illumina, MiSeqDx, el color naranja calabaza y el disefio de las bases de streaming son marcas comerciales de Illumina, Inc. o
sus afiliados en EE. UU. u otros paises. Todos los demas nombres, logotipos y marcas comerciales son propiedad de sus
respectivos duefios.

AMPure, Beckman y Beckman Coulter son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc.
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Historial de revisiones

N.° de Revision Fecha Descripcion del cambio
documento
15038346 03 Abril * Se ha modificado la direccion del representante autorizado en la
de 2020 UE.

¢ Se ha modificado la direccion del patrocinador australiano.
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N.° de
documento

15038346

Revision

02

Fecha

Agosto de
2017

Descripcion del cambio

Se ha actualizado la marca del representante CE de Emergo
Europe a Illumina Cambridge Limited.

Se ha afadido informacién para los usuarios del software Local
Run Manager en toda la guia.

Se ha cambiado el titulo de la secciéon Creacion de una hoja de
muestras a Preparacion de informacion de la muestra y se han
hecho cambios menores en la redaccidon de la seccion para que esta
sirva para los usuarios tanto de MiSeq Reporter como de Local
Run Manager.

En la seccion Analisis de datos y secuenciacion automatizados se
ha afladido informacion sobre el analisis en tiempo real (RTA) y el
papel del RTA en el analisis primario.

Se ha afadido una secciéon nueva denominada Métodos de
conexion con el instrumento MiSeqDx para explicar las diferencias
en las funciones entre MiSeq Reporter y Local Run Manager, y la
forma de determinar qué software se instala con el MiSeqDx.

Se ha afladido una seccion nueva denominada Guias del
instrumento y el software. Esta seccién contiene informacion
acerca de qué guias del instrumento y el software utilizar, en
funcién de la configuracién del instrumento MiSeqDx y el software
de analisis instalado con él.

Se ha afiadido una secciéon denominada Informacion de
experimentos para MiSeqDx con la finalidad de presentar las
diferencias entre la forma de utilizar IWM y el médulo de ensayo
de secuenciacion clinica de fibrosis quistica de Local Run Manager
para introducir la informacién de experimentos y muestras.
Procedimiento de hibridacién de grupo de oligonucle6tidos: con el
fin de garantizar la inclusion de la muestra de NTC, se ha
eliminado el texto anterior ("todos los pocillos que contengan
ADN genémico") y se ha sustituido por "todos los pocillos de
muestras".

Preparacion de la amplificacion PCR: se ha afiadido un paso en la
centrifugadora con el tubo de polimerasa de PCR con el fin de
garantizar que se utilicen los volimenes adecuados de polimerasa
de PCR.

Se ha revisado la lista de acronimos:

* Se ha cambiado la definicion de NTC de Control negativo
de molde a Control sin cadena molde.

* Se ha eliminado el control positivo (POS).
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N.° de Revision Fecha
documento
15038346 01 Marzo de
2017
15038346 B Marzo de
2015
15038346 A Abril de
2014

Descripcion del cambio

* Materiales y equipo de preamplificacion: Se han actualizado los
requisitos para la centrifugadora de sobremesa.

e Introduccion de informacién de la muestra: Se ha incluido una
nota para editar solo hojas de muestras en Illumina Worklist
Manager.

e Eliminacion de oligonucleétidos sin ligar - Preparacion: Se ha
afadido una advertencia relativa al control de la temperatura de la
centrifugadora.

* Alo largo del documento: Se ha afadido la informacion del
patrocinador de Australia en la cubierta trasera.

* Alo largo del documento: Se ha actualizado la informacion de
marcas registradas.

* Alo largo del documento: Se han actualizado los marcados
regulatorios.

e Introduzca la informacion de muestra: Se ha afiadido una segunda
oracion al paso 5.

® Desnaturalizacion y diluciéon de control interno PhiX: Se ha
actualizado el procedimiento de dilucion PhiX.

* Publicacién inicial.
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El ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina es un
sistema de diagndstico in vitro de secuenciacion selectiva que secuencia de nuevo las
regiones codificadoras de proteinas, y los limites de intrones y exones del gen regulador
de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) en el ADN genémico
aislado de las muestras de sangre humana total periférica obtenidas de K,EDTA.

La prueba detecta variantes de nucledtido tinico, asi como pequefias inserciones y
deleciones en la region secuenciada, e identifica, asimismo, dos mutaciones intrénicas
profundas y dos deleciones de gran tamafio. La prueba esta disefiada para su uso en el
instrumento MiSeqDx de Illumina.

La prueba se ha disefiado para utilizarla como ayuda en el diagnostico de personas con
sintomas de fibrosis quistica. Este ensayo resulta mas apropiado cuando el paciente
presenta una fibrosis quistica atipica o no clasica o cuando otros paneles de mutaciones
no han podido identificar las mutaciones causantes. Los resultados de la prueba los debe
interpretar un especialista en genética molecular clinica o equivalente certificado y se
deben utilizar junto con otra informacién disponible como, por ejemplo, los sintomas
clinicos, otras pruebas diagndsticas y el historial familiar.

Esta prueba no estd indicada para fines de diagnostico independiente, pruebas
diagnosticas de fetos, pruebas previas a implantaciones, el cribado de portadores,
el cribado de recién nacidos o el cribado de la poblacién.

Esta guia de referencia proporciona instrucciones mas detalladas, sugerencias de
técnicas y consejos ttiles para usuarios que han recibido una formacion reciente con el
objeto de servirle de guia para una ejecucion adecuada del protocolo del ensayo de
secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de [llumina. Se ha concebido para
servir de complemento y no con el fin de reemplazar la informacién del prospecto.

Se ha disefiado un par de oligonucleétidos de fibrosis quistica para cada amplicon de
CFTR. La hibridacion de estos oligonucledtidos en ADN genémico se produce en una
placa de 96 pocillos, seguida de la extension y la ligadura para formar las cadenas
molde de ADN que se componen de las regiones de interés flanqueadas por secuencias
del cebador universal. Al utilizar los cebadores indexados suministrados con el kit, las
cadenas molde de ADN se amplifican mediante PCR, se agrupan en un solo tubo y se
secuencian en el instrumento MiSeqDx.
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El proceso del ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de
Illumina puede resumirse en los siguientes pasos:

Preparacion de informacion de la muestra

En primer lugar, prepare la informacién de la muestra que utilizara MiSeqDx para
identificar cada muestra y su correspondiente indice. Introduzca el ID de muestra, los
indices y otros parametros aplicables a la placa de 96 pocillos. Para obtener mas
informacion, consulte Introducir la informacion sobre el experimento en la pagina 22.

La informacién de muestras que introduzca para el MiSeqDx también sirve de guia de
configuracién de la placa durante el flujo de trabajo del ensayo.

Preparacion de bibliotecas

Prepare las bibliotecas con el protocolo que se detalla en esta guia del usuario.

Muestras de secuencia en MiSeqDx

El ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx debe secuenciarse en
un instrumento MiSeqDx utilizando un experimento de 150 ciclos de paired-end con
indexado dual. Para obtener instrucciones sobre la realizacion de un experimento de
secuenciacion en MiSeqDx, consulte la configuracion en la guia de referencia del
instrumento MiSeqDx. Consulte las Guias del instrumento y el software en la pagina 19.
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Analisis de datos y secuenciacion automatizados

El primer paso del analisis de datos se denomina analisis primario. Este proceso se lleva
a cabo con el software Analisis en tiempo real (RTA) y genera llamada de bases y
puntuaciones de calidad. En el paso siguiente, denominado analisis secundario, se
procesan las llamadas de bases generadas durante el analisis primario con el fin de
generar informacion de cada muestra. El andlisis secundario se lleva a cabo con el
software MiSeq Reporter o Local Run Manager, e incluye demultiplexado, generacion de
un archivo FASTQ, alineacidn, llamadas de variantes y generacion de archivos VCF que
contienen informacion de las variantes encontradas en posiciones concretas del genoma
de referencia.

Tanto MiSeq Reporter como Local Run Manager tienen las mismas funciones de analisis
de muestras y generacion de informes. La diferencia principal entre ambos es el método
empleado para conectar con el instrumento MiSeqDx. Para obtener mas informacién
sobre las diferencias y para determinar qué software se estd utilizando, consulte Métodos
de conexidn con el instrumento MiSeqDx en la pagina 8.

Para obtener mds informacion acerca del flujo de trabajo de anélisis, consulte las guias
del software de analisis que se instala con el MiSeqDx. Consulte las Guias del instrumento
y el software en la pagina 19.

Hay dos métodos diferentes para establecer conexion con el instrumento MiSeqDx que se
pueden utilizar con el ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica. El método

de conexion original emplea el software MiSeq Reporter, junto con lllumina User
Management (IWM) y el software Illumina User Management. El nuevo método emplea
el software Local Run Manager.

Tanto MiSeq Reporter como Local Run Manager tienen las mismas funciones de analisis
de muestras y generacion de informes.

Funciones del software Original Nuevo

Configure un experimento | [[lumina Worklist Manager (IWM) Local Run Manager
del instrumento MiSeqDx

Configuracién y INlumina Worklist Manager (IWM) Local Run Manager
seguimiento de muestras

Controlar el acceso de Illumina User Management Software Local Run Manager
usuarios

Realizar analisis secundario MiSeq Reporter Local Run Manager
Generar informes MiSeq Reporter Local Run Manager

Siga estos pasos para determinar si se estd utilizando Local Run Manager.

1 Acceda de forma remota al instrumento MiSeqDx.

2 Cuando aparezca un mensaje que se lo indique, inicie sesion.

3  Asegurese de que en la parte superior de la pantalla aparezca "Local Run Manager".

N NOTA
N El hecho de que no aparezca ningtin aviso para indicarle que inicie sesién cuando acceda al
instrumento de forma remota significa que MiSeq Reporter esta en uso.
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[lumina proporciona las siguientes herramientas para la guia y el seguimiento de

muestras en el laboratorio:
Se puede utilizar el formulario de seguimiento de laboratorio para registrar
informacion como, por ejemplo, el nombre del operador, la informacion de la
muestra y del indice, las horas de inicio y detencién, los nimeros de los lotes de
reactivos, y los codigos de barras.
Con el software MiSeq Reporter, se utiliza Illumina Worklist Manager para crear la
hoja de muestras mediante una aplicacién basada en asistente. lllumina Worklist
Manager ofrece una funcion para el registro de parametros de la placa de muestras,
tales como el ID de la muestra, los indices dobles y otras caracteristicas aplicables al
experimento. Local Run Manager ofrece las mismas funciones. No obstante, no hay
ninguna hoja de muestras independiente. Introduzca la informacién de
configuracién de muestras directamente en el médulo de analisis de secuenciacién
clinica de fibrosis quistica de Local Run Manager.

'3 NOTA
" Puede descargar los documentos relativos al ensayo de secuenciacion clinica de la
fibrosis quistica MiSeqDx en la pagina web de Illumina. Visite la pagina de soporte del
ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina y haga clic
en la pestania Documentacion y literatura.
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Esta seccion describe el contenido del kit ensayo de secuenciacién clinica de
la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, los consumibles y el equipo utilizado, las
recomendaciones de entrada de ADN y las mejores practicas que aplicar durante el

protocolo.

El kit del ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina
contiene los siguientes componentes. Almacene los componentes del kit a la temperatura
especificada y en las areas de preamplificacion y posamplificacion designadas.

Dado que los reactivos de preamplificacion y los de posamplificacion se suministran
juntos, es importante que desembale los reactivos en el area del laboratorio de
preamplificacién y que, a continuacién, mueva los reactivos de posamplificacion al area
de almacenamiento de posamplificacion adecuado.

Reactivos de preamplificacion de la caja 1A

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado

Grupo de 1 tubo 600 ul | Solucién acuosa tamponada que | Entre -25°Cy
oligonucledtidos contiene oligonucleotidos -15°C
del ensayo de especificos para el gen RTFQ
secuenciacion
clinica de fibrosis
quistica
Tampon de 1 tubo 432 ml | Solucion acuosa tamponada que | Entre -25°Cy
hibridacién contiene sales y formamida -15°C
Mezcla de 1 tubo 48ml | Solucion acuosa tamponada que | Entre -25°Cy
extension- contiene una mezcla patentada de | - 15 °C
ligadura polimerasas de ADN, ligasa de

ADN y dNTP
Cebadores de 1 tubo 192 ul | Cebadores de PCR con secuencias | Entre -25 °Cy
indice C (A503), | por de indice y adaptadores de -15°C
D (A504)y E cebador secuenciacion
(A505)
Cebadores de 1 tubo 128 ul | Cebadores de PCR con secuencias | Entre -25°Cy
indice 1 (A701),2 | por de indice y adaptadores de -15°C
(A702) y 10 cebador secuenciacion
(A710)
Polimerasa de 1 tubo 56 ul Polimerasa de ADN patentada Entre -25°Cy
PCR -15°C
Mezcla maestra | 1 tubo 2,8ml | Soluciéon acuosa tamponada que | Entre -25°Cy

de PCR

contiene sales y dNTP

-15°C
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Reactivos de posamplificacion de la caja 1B

Volumen

Componente | Cantidad de Principios activos
llenado

Diluyente de | 1 tubo 4,6ml | Soluciéon acuosa tamponada que
normalizacion contiene sales, 2-mercaptoetanol y
de bibliotecas formamida
Tampoén de 1 tubo 45ml | Solucidon acuosa tamponada
dilucién de
biblioteca
Control 1 tubo 10 pl Solucién acuosa tamponada que
interno PhiX contiene ADN gendémico PhiX

Reactivos de posamplificacion de la caja 2

Componente

Cartucho de
MiSeqDx del
ensayo de
secuenciacion
clinica de la
fibrosis quistica

Cantidad

6 cartuchos

Contenido

Cartucho de uso tinico que contiene
reactivos para la generacion y
secuenciacion de grupos para su uso
en MiSeqDXx, incluida formamida,
2-mercaptoetanol y DMSO al 2 %

Reactivos de preamplificacion de la caja 3A

Componente

Tampoén de
lavado
restrictivo
Tampodn de
lavado
universal

Volumen
Cantidad de Principios activos
llenado
1 botella 24 ml | Solucién acuosa tamponada que
contiene sales, 2-mercaptoetanol y
formamida
1 tubo 48ml | Soluciéon acuosa tamponada que

contiene sales

Reactivos de posamplificacion de la caja 3B

Componente

Bolas de
limpieza de PCR

Lavado de
normalizacion
de bibliotecas
Bolas de
biblioteca

Celda de flujo de
MiSeqDx del
ensayo de
secuenciacion
clinica de la
fibrosis quistica

Cantidad

1 tubo

2 tubos

1 tubo

6
recipientes

Volumen
de Principios activos
llenado
5ml Solucién acuosa tamponada que
contiene bolas paramagnéticas de
fase solida y polietilenglicol
48ml | Soluciéon acuosa tamponada que
contiene sales, 2-mercaptoetanol
y formamida
1,2ml | Solucién acuosa tamponada que
contiene bolas paramagnéticas de
fase sélida
1 celda | Sustrato de cristal con
de flujo | oligonucleétidos ligados de

manera covalente

Almacenamiento

Entre -25°Cy
-15°C

Entre -25°Cy
-15°C

Entre -25°Cy
-15°C

Almacenamiento

Entre -25°Cy
-15°C

Almacenamiento

Entre2°Cy 8°C

Entre2°Cy 8°C

Almacenamiento

Entre2°Cy 8°C

Entre 2°Cy 8°C

Entre2°Cy 8°C

Entre 2°Cy 8°C
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Reactivos de posamplificacion de la caja 4

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado
Solucién SBS de | 6 botellas | 353,1 ml | Solucién acuosa tamponada Entre2°Cy 8°C
MiSeqDx (PR2)
del ensayo de
secuenciacion
clinica de la

fibrosis quistica

Reactivos de preamplificacion de la caja 5

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado
Placa del filtro 6 placas N/D Placa de microtitulacién de Entre 15°Cy

polipropileno con una membrana | 30 °C
de poliétersulfona modificada

Reactivos de posamplificacion de la caja 5

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado
Tampoén de 1 tubo 4,8ml | Solucion acuosa tamponada Entre 15°Cy
elucién 30°C
Tampén de 1 tubo 3,5ml | Soluciéon acuosa tamponada Entre 15°Cy
almacenamiento 30°C

de biblioteca

NaOH 10 N (preparacion a partir de comprimidos o uso de una solucién estandar)
Tampoén de TE
Agua sin ARNasa ni ADNasa

NaOH 10 N (preparacion a partir de comprimidos o uso de una solucién estandar)
Etanol, 200 proof, para biologia molecular

Tampoén de TE

Agua sin ARNasa ni ADNasa
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Instrumento MiSeqDx, n.° de catalogo DX-410-1001

Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.® de catalogo FC-130-1005

Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n.° de catalogo FC-130-1007

Tapones de recambio para el adaptador de indices, n.® de catdlogo DX-502-1003

Materiales y equipo de la preamplificacién

1

Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos.
El bloque de calor debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes.
Los bloques de calor con tapas calientes se pueden utilizar.

Rango de temperatura: Ambiente de +5 °C a 99 °C

Regulacion de temperatura: +0,1 °C a 37 °C; £0,4 °C a 60 °C

Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (horno de hibridacién).

La incubadora debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes.
Rango de temperatura: de 10 °C a 100 °C
Regulacién de temperatura: +0,2 °C

Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa con
temperatura controlada que pueda mantener 20 °C. (Se precisa una centrifugadora
independiente en el area de posamplificacion). Se admite cualquier centrifugadora de
placas con placa de 96 pocillos y unidad de filtro que alcance las velocidades
indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g).

Pipetas de precision: Se precisa un conjunto de pipetas de precision. (Se precisa un
conjunto independiente en el area de posamplificacion.) Se precisa el uso de pipetas
de precision para garantizar la administracion precisa de reactivo y muestra. Se
pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con frecuencia y
ofrecen precision del 5 % del volumen indicado.

Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o
equivalente
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)
Recipiente de solucion de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
Junta con lamina de aluminio adhesiva
Sello para placas de PCR adecuado
Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Materiales y equipo de la posamplificacion

1

Ciclador térmico: Se precisa un ciclador térmico. El ciclador térmico debe tener una
tapa caliente y cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:

Rango de control de temperatura: 4 °C a 99 °C

Precision de control: +0,25 °C de 35 °C a 99 °C
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2 Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el area de
posamplificacién del laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las
especificaciones de rendimiento siguientes:

Velocidad de mezcla max.: 3000 r/min
Rango de velocidad de mezcla: 200 a 3000 r/min

3 Centrifugadora de sobremesa: se precisa una centrifugadora de sobremesa que
pueda mantener 20 °C. (Se precisa una centrifugadora independiente en el area de
preamplificacidn). Se admite cualquier centrifugadora de placas que alcance las
velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g).

4 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para tubos. El bloque de calor debe
cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes.
Rango de temperatura: Ambiental de +5 °C a 99 °C
Regulacion de temperatura: +0,1 °C a 37 °C; £0,4 °C a 60 °C

5 Soporte magnético: Se precisa un soporte magnético para una placa de 96 pocillos.
Se obtiene un mejor resultado cuando los imanes se encuentran en un lado del
soporte y no en la parte inferior.

6 Pipetas de precision: Se precisa un conjunto de pipetas de precision. (Se precisa un
conjunto independiente en el drea de preamplificacion). Se precisa el uso de pipetas
de precision para garantizar la administracion precisa de reactivo y muestra.

Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precision del 5 % del volumen indicado.

7 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes:
Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o
equivalente
Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)

ll NOTA
Asegurese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.

Tubos cénicos de 15 ml

Tubos de microcentrifuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
Gradillas de ocho tubos de PCR

Recipientes de solucion de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)

Sellos de pelicula de aluminio adhesiva

Sellos adhesivos sellos de placas de un solo uso

Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

El proceso de PCR se suele utilizar en el laboratorio para amplificar secuencias de ADN
especificas. A menos que se siga una higiene de laboratorio adecuada, los productos de
PCR pueden contaminar los reactivos, los instrumentos y las muestras de ADN
genodmico, lo que se traduce en unos resultados imprecisos y poco fiables.

La contaminacion de productos de PCR puede detener los procesos de laboratorio y
retrasar de forma significativa las operaciones normales.
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Aseguirese de que el laboratorio esté convenientemente preparado para reducir el riesgo
de contaminacién de productos de PCR:
Separacion fisica de areas de preamplificacién y posamplificacion
Separe fisicamente el espacio del laboratorio en el que se realizan los procesos de
preamplificacién (extraccion, cuantificacion y normalizacion de ADN) del
espacio del laboratorio en el que se realizan los procesos de posamplificacion.
No utilice nunca el mismo fregadero para limpiar las cubetas de
preamplificacion y de posamplificacion.
No utilice nunca el mismo sistema de purificacién de agua en los procesos de
preamplificacion y posamplificacion.
Almacene todos los suministros utilizados en los protocolos del area de
preamplificacion y transfiéralos al area de posamplificacion, segtin resulte
necesario.
Equipo y suministros especificos
Utilice conjuntos completos e independientes de equipos y suministros (pipetas,
centrifugadoras, hornos, bloques de calor, etc.) en los procesos de laboratorio de
preamplificaciéon y posamplificacion, y no los intercambie nunca entre procesos.
Emplee areas de almacenamiento independientes (congeladores y frigorificos)
para consumibles de preamplificacion y de posamplificacion.

Dado que los reactivos de preamplificacion y los de posamplificacion se suministran
juntos, es importante que los desembale en el drea del laboratorio de preamplificacion, y
que, a continuacion, traslade los reactivos de posamplificacion al area de
almacenamiento de posamplificaciéon adecuado.

Para evitar la contaminacion de productos de PCR, resulta importante establecer los
procedimientos de laboratorio y seguir las practicas recomendadas. Illumina recomienda
realizar una limpieza diaria y semanal de las dreas de laboratorio con hipocloruro
sddico al 0,5 % (lejia al 10 %).

] PRECAUCION

3 Para evitar la degradacion de las muestras o los reactivos, asegtirese de que se hayan
disipado por completo todos los vapores de la solucién de limpieza antes de comenzar
cualquier proceso.

Limpieza diaria del area de preamplificacion

Una limpieza diaria del drea de preamplificacion con una solucién de hipocloruro
sddico al 0,5 % (lejia al 10 %) ayuda a eliminar producto de PCR que se ha introducido
en el area de preamplificacion.

Identifique las areas de preamplificacién que constituyan el mayor riesgo de
contaminacién y limpielas con una solucién de hipocloruro sédico al 0,5 % (lejia al

10 %) antes de comenzar cualquier proceso de preamplificacion. Las areas de alto riesgo
pueden ser, entre otros, los siguientes componentes:

Partes superiores de las mesas

Mangos de puertas

Mangos de las puertas de los refrigeradores o los congeladores
Raton del ordenador

Teclados
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Limpieza diaria del area de posamplificacion
Si se reduce la cantidad de producto de PCR en el area de posamplificacion, se
contribuye a reducir el riesgo de contaminacion en el area de preamplificacion.
La limpieza diaria del area de posamplificacién con una solucién de hipocloruro sédico
al 0,5 % (lejia al 10 %) ayuda a lograrlo.
Identifique las areas de posamplificacion que constituyan el mayor riesgo de
contaminacion y limpielas con una solucién de hipocloruro sédico al 0,5 % (lejia al
10 %) todos los dias. Las areas de alto riesgo pueden ser, entre otros, los siguientes
componentes:

Cicladores térmicos

Espacio de la mesa utilizado para procesar ADN amplificado

Mangos de puertas

Mangos de las puertas de los refrigeradores o los congeladores

Raton del ordenador

Teclados

Limpieza semanal de todas las areas del laboratorio

Una vez a la semana, realice una limpieza profunda de las areas de preamplificacién y
posamplificaciéon con una solucién de hipocloruro sédico al 0,5 % (lejia al 10 %).
Limpie todas las partes superiores de las mesas y las superficies del laboratorio.
Limpie todos los instrumentos que no se limpien diariamente.
Limpie bien el suelo del laboratorio.
Aseglirese de haber formado correctamente al personal responsable de la limpieza
semanal sobre la prevencion de la contaminacion de productos de PCR.

Elementos que caen al suelo

El suelo esta contaminado con producto de PCR que se transfiere a los zapatos de las
personas que proceden del area de posamplificacion; por lo tanto, cualquier elemento
que caiga al suelo debe tratarse como un objeto contaminado.
Los elementos desechables que se han caido al suelo, tales como tubos vacios,
puntas de pipetas, guantes y perchas de batas de laboratorio, deben desecharse.
Los articulos no desechables que se caigan al suelo, como las pipetas o un
contenedor de muestras importante, deben limpiarse concienzudamente de manera
inmediata con una solucion de hipocloruro sédico al 0,5 % (lejia al 10 %) para evitar
la contaminacion de productos de PCR.
Limpie cualquier superficie del laboratorio que haya entrado en contacto con el
elemento contaminado. Las personas que manipulen cualquier objeto, desechable o
no, que haya caido al suelo siempre deberan desechar los guantes que estén
utilizando y utilizar unos nuevos.

Siga estas recomendaciones cuando prepare bibliotecas para la secuenciacion utilizando
este protocolo.

Garantia de la consistencia

Utilice pipetas multicanal: Para garantizar la consistencia entre muestras, utilice una
pipeta multicanal siempre que sea posible. Calibre las pipetas con regularidad.
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Consistencia para preparaciones de muestras de menor tamafo: Cada tubo de
reactivo que se suministra con el kit contiene volumen suficiente para generar
resultados utilizando pipetas manuales y cubetas de reactivos conforme a las
técnicas de laboratorio estandar. Para garantizar la administracion del volumen de
reactivo pertinente, pipetee un tnico reactivo en cada pocillo o pipetee con una
pipeta multicanal en una gradilla de ocho tubos de PCR.

Manipulacion de bolas magnéticas
Utilice a temperatura ambiente: Deje que las bolas alcancen la temperatura
ambiente antes de su utilizacion.
Agite en un mezclador vorticial hasta que esté bien suspendido: Inmediatamente
antes de su uso, agite en un mezclador vorticial las bolas hasta que estén bien
suspendidas y el color parezca homogéneo.
Mezcle las muestras concienzudamente: Después de afiadir las bolas a las
muestras, mezcle pipeteando arriba y abajo concienzudamente 10 veces. lllumina
también recomienda utilizar un agitador para mezclar bien las muestras.
Permita la maxima ligadura: Para obtener los mejores resultados, incube las mezclas
de bolas/muestra a temperatura ambiente durante todo el periodo de tiempo que se
indique en el protocolo.
Aspire lentamente la solucidn aclarada: Después de colocar la placa en el soporte
magnético, espere a que la solucién se aclare antes de continuar. Mantenga la placa
en el soporte magnético cuando aspire lentamente la solucion aclarada, con cuidado
de no perturbar las bolas separadas.

Procedimientos para evitar la contaminacion cruzada
Cambie las puntas entre las dispensaciones de reactivos y muestras: Utilice
siempre puntas de pipetas nuevas entre las dispensaciones de reactivos y de
muestras.
Mezcle las placas segin se indique: Mezcle las muestras con una pipeta multicanal
y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas.
Utilice puntas resistentes a los aerosoles: Al utilizar puntas resistentes a los
aerosoles se reduce el riesgo de contaminacion cruzada entre muestras y de restos de
amplicones.

Lavado con etanol al 80 % durante el paso de limpieza de PCR
Prepare etanol nuevo al 80 %: Prepare siempre etanol nuevo al 80 % para los pasos
de lavado. El etanol puede absorber agua del aire y afectar a los resultados.
Retire todo el etanol de los pocillos: Aseglirese de que extrae todo el etanol del fondo
de los pocillos, ya que pueden contener contaminantes residuales. Utilice una pipeta
multicanal P20 para retirar el etanol residual y acelerar el secado.
Permita una evaporacion completa: Emplee al menos cinco minutos para el secado
fuera del soporte magnético a temperatura ambiente para una evaporaciéon completa.
Los restos de etanol pueden afectar el rendimiento de las reacciones posteriores.

Requisitos de entrada de ADN

El protocolo de ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica MiSeqDx de
[lumina requiere 250 ng de ADN gendmico. lllumina recomienda encarecidamente
cuantificar el material genémico de inicio.
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Cuantificacion de ADN de entrada: Cuantifique el material gendmico inicial con
ayuda de métodos del espectrofotémetro UV basados en lecturas de densidad optica
A260/A280.

Valoraciéon de calidad de ADN: Las mediciones de absorbancia a 260 nm se suelen
utilizar para cuantificar el ADN. El indice de absorbancia entre 260 nm y 280 nm se
utiliza como indicador de la pureza de una muestra. Este protocolo esta optimizado
para un ADN con unos valores de indice de absorbancia superiores al 1,5.

Controles de calidad
Las practicas recomendadas de laboratorio indican que se incluya una muestra de
ADN de control positivo y una muestra de control negativo (sin plantilla) en cada
experimento.
La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien
definidas y con una mutacién del gen CFTR conocida.
[lumina también recomienda que se incluya un control de tipo libre en cada
experimento.

Acrénimos del ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina

Sigla Definicién

AMP Placa de amplificacion

CLP Placa de limpieza

DAL Biblioteca de amplicones diluida

FPU Unidad de placa del filtro

HYB Placa de hibridacién

LNP Placa de normalizacion de bibliotecas
NTC Control sin cadena molde

PAL Biblioteca de amplicones agrupados
SGP Placa de almacenamiento
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Las guias del instrumento y el software que utilice con el ensayo de secuenciacion clinica
de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina dependen de la configuracién de la unidad del
instrumento MiSeqDx y del software de analisis instalado con €L

Si no esta seguro de qué software se instala con el MiSeqDx, consulte Métodos de conexion
con el instrumento MiSeqDx en la pagina 8. Si no esta seguro de la configuracion de la
unidad del MiSeqDx, pdngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de
Ilumina.

Guias Unidad de . Unidad
Unidad de doble .
doble arranque sencilla con el
arranque con el
software

MiSeq
Reporter

con el software
Local Run
Manager

software MiSeq
Reporter

Guia de preparacion del centro x x
de MiSeqDx para instrumentos

con configuracion de doble

arranque (n.° de documento

15070066)

Guia de preparacion del centro

Guia de referencia del x
instrumento MiSeqDx para la

v2 de MOS (n.° de documento:
1000000021961)

Guia de referencia del
instrumento

Guia de referencia del software x
Local Run Manager para

MiSeqDx (documento con n.® de
referencia 1000000011880)

Guia del software de analisis

Guia de flujo de trabajo del x
modulo de andlisis de

secuenciacion clinica de fibrosis
quistica de Local Run Manager

(n.° de documento

1000000012185)

Guia del software de analisis

Guia de referencia de MiSeqDx x
para instrumentos con

configuracion de doble arranque

(n.2 de documento 15070067)

Guia de referencia del
instrumento
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Unidad de
doble arranque
con el software
Local Run
Manager

Unidad de doble
arranque con el

software MiSeq
Reporter

Unidad
sencilla con el
software
MiSeq
Reporter

X
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El siguiente diagrama ilustra el flujo de trabajo de ensayo de secuenciacién clinica de la
fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina. Los puntos de detencidon segura se marcan entre

los pasos.

Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina Flujo de

trabajo

Hibridacién de grupo de
oligonucledtidos
Tiempo de participacion actva de 15 minutos.

Tiempo de incubacien de B0 minutcs
Reactivos
Grupo de idos del ensayo de
«clinica de fibrosis quistica
Tampén de hibridacion
Salida _..
! 1

Eliminacién de
oligonucledtidos sin ligar
actva

Reactivos
Tampén de lavada restrictivo
Tampén de lavade universal

Salida
Placa FPU

Extension-ligadura de
oligonucledtidos ligados
i ok
Tiemnpo de incubacion de 45 minutos
Reactivos
Mezcla di extension-ligadura
Salida
Placa FPU

Amplificacion PCR

" Tiempo de ciclo da 80 minutos
Reactivos
maestra de PCR
Polimerasa de PCR
Cebadores de indices
MaOH
Salida
Placa AMP

Limpieza de PCR

Tiampo oo paricipacion activa de 20 minutos.
Tiompa

Normalizacion de biblictecas
Tiemgpa de participackin actva de 30 minutos
Tiempo de procesado de 50 minutos
Reactivos
Diluyente de normalizaciin de bibliotecas.
Bolas de biblioteca

Lavade de normalizacion de bibliotecas
Tampdn de almacenamiento de biblioteca

Agrupacion de bibliotecas

Tiempa da participaciin activa da 10 minutos
Ae
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MiSeq Reporter o Local Run Manager son las dos opciones de software disponibles para
configurar un experimento de ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis quistica. Para
obtener informacion completa, consulte las guias del software de analisis de su
configuracién que aparecen en las Guias del instrumento y el software en la pagina 19.

En caso de utilizar el software MiSeq Reporter, utilice [llumina Worklist Manager
Worklist Manager para generar una hoja de muestras.

En caso de utilizar el software Local Run Manager, no hay ninguna hoja de muestras
independiente. Introduzca la informacién de configuracién de experimentos y muestras
directamente en el modulo de analisis de secuenciacion clinica de fibrosis quistica de
Local Run Manager.

Para obtener mas informacion sobre las diferencias entre MiSeq Reporter y Local Run
Manager, consulte Métodos de conexion con el instrumento MiSeqDx en la pagina 8.

1 En la pantalla de bienvenida de lllumina Worklist Manager (Gestor de la lista de
trabajos de Illumina), seleccione Create Worklist (Crear lista de trabajo). Se abre la
pantalla Enter Run Parameters (Introducir parametros del experimento).

Pantalla Enter Run Parameters (Introducir pardmetros del experimento) del Illumina
Worklist Manager (Gestor de la lista de trabajos de Illumina)

Iumina Worklist Manager

Please Enter Run Parameters

2 En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione CF Clinical Sequencing Assay
(Ensayo de secuenciacion clinica de FQ).

3 En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre
para la hoja de muestras. Este campo es obligatorio.

Si se usa el ID alfanumérico del cédigo de barras del cartucho de reactivo para el
nombre de la hoja de muestras, MiSeq Operating Software (MOS) encontrara la
hoja de muestras automaticamente. (El ID del cédigo de barras se encuentra en
la etiqueta del cartucho de reactivo, justo debajo del codigo de barras).
Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botén Browse
(Examinar) del MiSeq Operating Software (MOS) para localizar la hoja de
muestras correspondiente.

4 Escriba una descripcion para identificar el experimento.
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5 Asegurese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento. La fecha
actual se muestra de forma predeterminada.

6 Seleccione Next (Siguiente). Se abre la pantalla Enter Sample Information (Introducir
informacién de muestras).

Pantalla Enter Sample Information (Introducir informacién de muestras) del Illumina
Worklist Manager (Gestor de la lista de trabajos de Illumina)

T Blmina Wori Merager

Illumina Worklist Manager

Please Enter Sample Information
CF Ciica Ssqusnaing Assay lte
"o | el [ it vl sanples:

Sample D* | SampleName | Indedl (7| Indei2(151 | Contol Descipion
aznr 4503

Az s
Azt ags
a2 e
a2 ass
a2 ags
470 a5
4710 a5

Introduccidn de informacion de la muestra

1 En la ficha Table (Tabla) o Plate (Placa), introduzca la siguiente informacién de cada
pocillo de muestra:

a Sample ID (ID de muestra): Introduzca un ID de muestra tnico. El ID de
muestra se utiliza para realizar el seguimiento de la muestra desde la
preparacion hasta la secuenciacion y el andlisis. Aunque el ID suele ser un
cédigo de barras, se acepta cualquier valor.

b Index 1 (indice 1) e Index 2 (indice 2): Especifique el adaptador de indices que
se utilizara para cada lectura del indice. [llumina recomienda el uso de
combinaciones que resulten en, al menos, una base A o C (roja) y, al menos, una
base G o T (verde) en cada ciclo.

' 3 NOTA
" Consulte Produccion de muestras y representacion de indices en la pagina 26 para obtener
ayuda a la hora de elegir los indices apropiados.

2 Para registrar informacion mas detallada sobre las muestras, introduzca
un nombre y una descripcion de la muestra.

3 Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o
Positive (Positivo) en el menti desplegable Control.

4 Vaya a la ficha Plate Graphic (Grafico de placa) y utilice la opcién Copy to
Clipboard (Copiar al portapapeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de
la placa de muestras.
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Ficha Plate Graphic (Grafico de placa) del Illumina Worklist Manager (Gestor de la
lista de trabajos de Illumina)

Illumina Worklist Manager

Please Enter Sample Information

CFTR Screening

S D S S G S S -
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S

== 1 —

5  Seleccione Finish (Finalizar). Al guardar la hoja de muestras, el software crea
automaticamente dos archivos, uno .csv y otro .png, del grafico de placa y los
guarda en la misma ubicacion para su uso en la configuracion del experimento.

NOTA

Use use Illumina Worklist Manager para editar la informacién de la hoja de muestras.
Realizar ediciones fuera del Illumina Worklist Manager (Gestor de la lista de trabajos
de IMlumina) puede provocar que el experimento o el anélisis falle.

(
N

1 Inicie sesidn en Local Run Manager.

2 Haga clic en Create Run (Crear experimento) y seleccione CF Clinical (Clinica de
FQ).

3 Introduzca un nombre para el experimento de forma que se pueda identificar desde
la secuenciacién hasta el analisis.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios o guiones tanto normales como bajos.

4 (Opcional) Escriba una descripcion que ayude a identificar el experimento.
Utilice caracteres alfanuméricos.

Defina las muestras que se utilizaran en el experimento por medio de las opciones que
se proponen a continuacion:

Introduccién manual de las muestras: Utilice la tabla en blanco que aparece en la
pantalla Create Run (Crear experimento). Apareceran sefialados los pocillos de
muestra que se proponen como ejemplo.

Importar las 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.
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Una vez se ha rellenado la tabla de muestras se puede exportar su informacién a un
archivo externo para poder utilizarlo después como referencia a la hora de preparar las
bibliotecas o se puede importar el archivo para llevar a cabo otro experimento.

1 Introduzca un nombre exclusivo para la muestra nombre en el campo Sample Name
(Nombre de la muestra).
Puede utilizar caracteres alfanuméricos y guiones tanto normales como bajos.

2 Haga clic en el botdn derecho y elija las muestras de control negativo y de control
positivo.

3 [Opcional] Introduzca la descripcion de la muestra en la ficha Sample Description
(Descripcion de la muestra).
Puede utilizar caracteres alfanuméricos, guiones tanto normales como bajos y
espacios.

4 [Opcional] Seleccione un adaptador del Indice 1 (Index 1) del ment desplegable que
aparece en el Indice 1 (i7).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 que pueblan
automaticamente los pocillos ya cumplen los requisitos de diversidad de indices.

5 [Opcional] Seleccione un adaptador del Indice 2 (Index 2) del menti desplegable que
aparece en el Indice 2 (i5).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de indices i7 e i5 que pueblan
automaticamente los pocillos ya cumplen los requisitos de diversidad de indices.

6 Haga clic en el icono ®Print (Imprimir) para ver la disposicién de la placa.

7 Seleccione Print (Imprimir) para poder imprimir la disposiciéon de la placa y
utilizarla como referencia a la hora de preparar las bibliotecas.

8  (Opcional) Haga clic en Export (Exportar) para exportar la informacion sobre las
muestras a un archivo externo.

9 Haga clic en Save Run (Guardar Experimento).

1 Haga clic en Import Samples (Importar muestras) y busque la ubicacion del archivo
que contiene la informacién sobre la muestra. Se pueden importar dos tipos de
archivo.

Haga clic en Template (Plantilla) para crear una nueva disposicién de placa.

El archivo de plantilla incluye los encabezados de columna adecuados para la
importacion. Introduzca en cada columna la informacion relativa a las muestras del
experimento. Elimine la informacién que aparece como ejemplo en las celdas que no
vaya a utilizar y guarde el archivo.
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Sample Mame  Description 17 Index ID 15 Index ID Sample Well Control
Samplel ATO01 AS03 All

Sample2 AT01 AS04 A02

Sample3 ATO01 AS05 A03

Sampled ATO2 A503 Ald

Sample3 AT02 AS04 A0S

Sampleg ATO2 A505 AdB

Sample? AT10 AS03 aA07 Positive
Sample8 ATL0 AS04 A08 Megative

Utilice un archivo de informacion de la muestra exportado del médulo de analisis
del flujo de trabajo mediante la funcién Export (Exportar).

2 Haga clic en el icono &Print (Imprimir) para ver la disposicién de la placa.

3 Seleccione Print (Imprimir) para poder imprimir la disposicién de la placa y
utilizarla como referencia a la hora de preparar las bibliotecas.

4 (Opcional) Haga clic en Export (Exportar) para exportar la informacién sobre las
muestras a un archivo externo.

5 Haga clic en Save Run (Guardar Experimento).

Para el ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de lllumina,

la produccidon de muestras por experimento de MiSeqDx es de 8 muestras. Los cebadores
de indice utilizados durante la amplificacion PCR se deben elegir en funcién del
rendimiento final de muestras que se desee con el fin de garantizar la diversidad de la
secuencia de indice.

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar
bases A/C. En cada ciclo, se debe leer, al menos, uno de los dos nucledtidos de cada
canal de color para garantizar un registro adecuado. Resulta importante mantener el
equilibrio de colores de cada base de la lectura de indice que es objeto de secuenciacién,
ya que, de lo contrario, se podria producir un error de registro durante la secuenciacion
de la lectura del indice.

Utilice el siguiente conjunto minimo de indices con equilibrio de color para los
experimentos de secuenciacion de ocho muestras:

Combinaciones de cebadores de indice para experimentos de secuenciacién de ocho muestras
Cebador de indice 1 | Cebador de indice 2 | Cebador de indice

(A701) (A702) 10 (A710)
Cebador de indice C | Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
(A503)
Cebador de indice D | Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
(A504)
Cebador de indice E | Muestra 7 Muestra 8 -
(A505)

Si no se dispone de seis muestras tnicas (excluidos los controles positivos y negativos),
es aceptable llenar el experimento con duplicados de cualquier muestra de ADN
gendémico humano.
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Durante este paso, el grupo de oligonucledtidos de la fibrosis quistica que contiene
oligonucledtidos ascendentes y descendentes especificos del gen regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) se hibrida en muestras de
ADN gendmico.

J ADVERTENCIA

Este conjunto de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas.
Evite su inhalacion, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de
laboratorio adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizado
como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con las normativas y leyes
regionales, nacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacién sobre
seguridad, salud y medioambiente, consulte la hoja de datos de seguridad en
support.illumina.com/sds.html

J

Tiempo estimado
Duracién total: 1 hora y 35 minutos
Tiempo de participacién activa: 15 minutos

Consumibles

Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por

Grupo de oligonucleétidos del 1 tubo Entre 25 °Cy -15°C | Illumina
ensayo de secuenciacion clinica
de fibrosis quistica
Tampon de hibridacion 1 tubo Entre -25°Cy -15°C  Illumina
ADN gendémico (se 5ul Entre -25°Cy -15°C | Usuario
recomiendan 50 ng/ul)
Placa de PCR con faldones de 1 placa Entre 15 °C y 30 °C Usuario
96 pocillos
Junta con lamina de aluminio 2 juntas Entre 15 °C y 30 °C Usuario
adhesiva
Cubetas estériles Segtin se Entre 15 °C y 30 °C Usuario

requiera

1 Retire el grupo de oligonucledtidos del ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis
quistica, el tampon de hibridacion, las muestras de ADN genémico y la muestra de
control positiva del almacenaje a temperaturas de -25°C a -15°C y desconggélelos a
temperatura ambiente.

2 Mezcle vigorosamente en un mezclador vorticial el grupo de oligonucledtidos del
ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis quistica y el tampodn de hibridaciéon para
asegurarse de que todos los precipitados se han disuelto completamente; a
continuacion, centrifugue los tubos brevemente para recoger el liquido.
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) NOTA

Antes de utilizar el tampdn de hibridacion, sujete el tubo delante de una luz e
inspeccidnelo visualmente para asegurarse de que todos los precipitados se hayan
disuelto por completo.

3 Coloque un bloque caliente de 96 pocillos a 95 °C.

4 Precaliente una incubadora a 37 °C para prepararse para el paso de ligadura de
extension.

5 Cree la placa de muestras conforme al grafico de placas impreso desde lllumina
Worklist Manager o Local Run Manager. Verifique la ubicacién de la coincidencia
entre los controles positivo y negativo. lllumina recomienda procesar las muestras
en lotes de ocho como minimo.

' NOTA
; El uso de controles permite al servicio de asistencia técnica de Illumina proporcionar
una asistencia eficaz para la solucién de problemas. El servicio de asistencia técnica de
IMlumina no proporcionara asistencia salvo que esta reaccién de control estuviera
incluida en el andlisis.

1 Asigne la etiqueta "HYB_Plate_ID" (HYB_Placa_ID) a una nueva placa de PCR de
96 pocillos.

2 Anada 5 pl de muestra o control a 50 ng/ul (250 ng en total) en los pocillos
correspondientes de la placa HYB. Siga la disposicién de placas generada para una
seleccién correcta de los pocillos.

[ NOTA

Verifique que la disposicién de muestras de ADN y las posiciones de controles
positivos y negativos coincidan con el grafico de la placa.

3 Con una pipeta multicanal, afiada 5 ul del grupo de oligonucledtidos del ensayo de
secuenciacion clinica de fibrosis quistica a todos los pocillos de muestras. Cambie
las puntas después de cada columna para evitar la contaminaciéon cruzada.

4 Con una pipeta multicanal, ahada 40 pl de tampdn de hibridacion en cada muestra
de la placa HYB. Pipetee con cuidado arriba y abajo entre tres y cinco veces para
mezclar. Cambie las puntas después de cada columna para evitar la contaminacion

cruzada.
' NOTA
; Asegurese de que se hayan disuelto todos los cristales o precipitados en el tampon de
hibridacion.
!
i NOTA

No mezcle el grupo de oligonucle6tidos del ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis
quistica y el tampén de hibridacion para su almacenaje. Si se combinan, el grupo de
oligonucleétidos del ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica se vuelve
inestable, incluso cuando se almacena congelado.

5 Selle la placa HYB con una pelicula de aluminio adhesiva y asegure la junta con un
rodillo de goma o una cuna de sellado.

6  Centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante 1 minuto.

7 Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 °C e incuibela durante
1 minuto.
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8 Reduzca la temperatura del bloque precalentado a 40 °C y sigalo incubando hasta
que el bloque caliente alcance los 40 °C. El tiempo de reduccion es de unos
80 minutos.

' 8 NOTA
" Durante la incubacion, la temperatura del bloque caliente desciende gradualmente de
95 a 40 °C. Ese proceso suele llevar unos 80 minutos. Esta refrigeracion gradual es
fundamental para una correcta hibridacién; por lo tanto, no se recomiendan los
cicladores térmicos para PCR con refrigeracion activa (por ejemplo, efecto Peltier o
refrigeracion termoeléctrica) para este proceso.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD
1 Cuando el bloque de calor alcanza 40 °C, la placa HYB permanece estable a 40 °C
durante dos horas.
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14

Este proceso elimina oligonucledtidos sin ligar del ADN genémico con un filtro con
capacidad de seleccion de tamafio. Dos pasos de lavado con el tampon de lavado
garantizan una eliminacién completa de los oligonucledtidos sin ligar. Un tercer paso de
lavado con el tampdn de lavado universal elimina el tampdn de lavado restrictivo y
prepara las muestras para el paso de extension-ligadura.

J ADVERTENCIA

Este conjunto de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas.
Evite su inhalacion, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de
laboratorio adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizado
como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con las normativas y leyes
regionales, nacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacién sobre
seguridad, salud y medioambiente, consulte la hoja de datos de seguridad en
support.illumina.com/sds.html

oloeulw
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Tiempo estimado
Duracidn total: aprox. 20 minutos
Tiempo de participacién activa: 20 minutos

Jebl| uis sop11osjonuobijo sp u

Consumibles
Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por
Mezcla de extension-ligadura 1 tubo Entre 25 °Cy -15°C | Illumina
Tampodn de lavado restrictivo 1 botella Entre 2°Cy 8 °C [Mlumina
Tampdn de lavado universal 1 tubo Entre 2°Cy 8 °C Mumina
Placa del filtro 1 placa Entre 15 °Cy 30 °C [Mumina
Collar adaptador 1 placa Entre 15 °C y 30 °C [Mumina
Placa MIDI 1 placa Entre 15 °C y 30 °C Usuario
Cubetas Segtin se Entre 15 °Cy 30 °C Usuario

requiera

1 Retire la mezcla de extension-ligadura del almacenamiento a una temperatura de
-25 °C a -15 °Cy descongele a temperatura ambiente.
La mezcla de extension-ligadura se utiliza en el paso de ligadura de extension y
tarda unos 20 minutos en descongelarse.

2 Retire el tampdn de lavado restrictivo y el tampdn de lavado universal del
almacenamiento a entre 2 °C y 8 °C y resérvelos a temperatura ambiente.

3 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (FPU) en el orden siguiente
(desde la parte superior hasta la parte inferior):
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Conjunto de la unidad de la placa de filtro
A

A Tapa

B Placa del filtro

C Collar adaptador
D Placa MIDI

Asigne la etiqueta "FPU_Plate_ID" (FPU_Placa_ID) a la placa del filtro. El ID de la
placa debe coincidir con el ID utilizado para la placa HYB.

Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a

continuacion:

a  Con una pipeta multicanal, afada 45 ul de tampon de lavado restrictivo en
cada pocillo.

b Cubra la placa FPU con la tapa de la placa del filtro y déjela cubierta durante
cada paso del centrifugado.

¢ Centrifugue la FPU a 2400 x g a 20 °C durante 5 minutos.

) NOTA

Realice una comprobacion para verificar que todos los pocillos de la placa de filtro se
estan drenando completamente. Si el tampoén de lavado no se drena completamente,
vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 °C hasta que haya pasado todo el liquido
(alrededor de cinco o diez minutos mas).

] PRECAUCION

Es imprescindible controlar la temperatura de la centrifugadora durante los pasos del
lavado. Sila temperatura alcanza o supera los 25 °C, este exceso de temperatura
provocara una mayor restriccion en la ligadura del cebador. En casos aislados, si las
muestras tienen SNV en las regiones de ligadura del cebador, el aumento de la
restriccion puede provocar la pérdida de alelos.
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1 Al finalizar la hibridacién, confirme que el bloque caliente se haya enfriado hasta los
40 °C. Mientras la placa HYB todavia esta en el bloque caliente, refuerce el sello
mediante el uso de un rodillo de goma o una cuna de sellado. Si no se alcanzan los
40 °C en 80 minutos, siga con la incubacién hasta que el bloque caliente se haya
enfriado hasta los 40 °C.

2 Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante
1 minuto para recoger la condensacion.

3 Mediante el uso de una pipeta multicanal con configuracién de pipeteo a 60 ul,
transfiera el volumen integro de cada muestra al centro de los pocillos de prelavado
correspondientes de la placa del filtro. Cambie las puntas después de cada columna
para evitar la contaminacion cruzada.

4 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante
5 minutos.

5 Lave la placa del filtro como se indica a continuacion:
a  Con una pipeta multicanal, afada 45 ul de tampon de lavado restrictivo en
cada pocillo de muestra.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacién cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante
5 minutos.

) NOTA
Si el tampdn de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a
20 °C hasta que haya pasado todo el liquido (alrededor de 5 o0 10 minutos mas).

6 Repita el lavado como se indica a continuacion:

a  Con una pipeta multicanal, afiada 45 pl de tampoén de lavado restrictivo en
cada pocillo de muestra.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacion cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.

b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante
5 minutos.

¢ Siel tampodn de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar la
placa del filtro a 2400 x g a 20 °C durante 5 minutos.

7 Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto en un
contenedor de residuos peligrosos adecuado y, a continuacién, vuelva a montar la
FPU. La misma placa MIDI se puede volver a utilizar para el resto del proceso de
preamplificacion.

8 Con una pipeta multicanal, aflada 45 ul de tampoén de lavado universal en cada
pocillo de muestra.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacion cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.
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Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante
10 minutos.

'3 NOTA
L Asegurese de que se haya drenado todo el liquido tras el centrifugado. Repita el
centrifugado si es necesario. El tampdn de lavado residual puede inhibir las reacciones
enzimaticas posteriores.
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Este proceso conecta los oligonucledtidos ascendentes y descendentes hibridados.

Una polimerasa del ADN se extiende desde los oligonucledtidos ascendentes hasta la
region objetivo, seguida de la ligadura hasta el extremo 5" del oligonucledtido
descendente mediante el uso de una ligasa de ADN. Esto conlleva la formacién de
productos que contienen las regiones de interés objetivo flanqueadas por las secuencias
necesarias para la amplificacion.

Tiempo estimado
Duracion total de 50 minutos
Tiempo de participacién activa de 5 minutos

Consumibles

Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por

Mezcla de extension- 1 tubo Entre -25°Cy - MMumina
ligadura 15°C
Junta con léamina de 1 sello Entre 15 °C y 30 °C Usuario
aluminio adhesiva
Cubetas Segtn sea Entre 15 °Cy 30 °C Usuario

necesario

1 Con una pipeta multicanal, aflada 45 pl de mezcla de extensién-ligadura en cada
pocillo de muestra de la placa del filtro. La reaccién de la ligadura de extension se
produce en la membrana de la placa del filtro.

Si tiene cuidado de evitar la contaminacién cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.

2 Selle la placa del filtro con pelicula de aluminio adhesiva y, a continuacién, ctibrala
con la tapa para asegurar la pelicula durante la incubacion.

3 Incube todo el conjunto de la FPU en la incubadora precalentada a 37 °C durante
45 minutos.

4 Mientras la placa de la FPU se incuba, prepare la AMP (placa de amplificacion) tal y
como se describe en la seccion siguiente.
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En este paso, los productos de extension-ligadura se amplifican con cebadores que
afiaden secuencias de indice para el multiplexado de muestras, asi como los
adaptadores comunes necesarios para la generacién de grupos.

Tiempo estimado
Duracidn total de aproximadamente 90 minutos
Tiempo de participacién activa de 30 min

Consumibles

Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por

Mezcla maestra de PCR 1 tubo Entre -25°Cy -15°C | Illumina
Cebadores de indice C (A503), 1 tubo por Entre -25°Cy-15°C  Illumina
D (A504) y E (A505) cebador
Cebadores de indice 1 (A701), 1 tubo por Entre -25°Cy-15°C | IMumina
2 (A702) y 10 (A710) cebador
Polimerasa de PCR 1 tubo Entre -25°Cy-15°C  Illumina
Sello para placas de PCR 1 Entre 15 °C y 30 °C Usuario
adecuado
NaOH 0,05 N, recién Segtin sea Entre 15 °C y 30 °C Usuario
preparado necesario
Placa de PCR con faldones de 1 placa Entre 15 °Cy 30 °C Usuario
96 pocillos
Cubetas Seguin sea Entre 15 °C y 30 °C Usuario

necesario

1 Prepare NaOH 0,05 N nuevo mediante la adicién de 25 pl de NaOH 10 N en
4975 ul de agua sin ARNasa ni ADNasa.

2 Determine los cebadores de indices que se emplearan en funcién del grafico de
placas impreso desde [llumina Worklist Manager o Local Run Manager.

3 Retire la mezcla maestra de PCR de su almacenamiento a una temperatura de
-25 °C a -15 °Cy descongele en una mesa a temperatura ambiente.
Espere unos 20 minutos hasta que los reactivos se descongelen.

4 Cuando los cebadores de indice estén completamente descongelados, agite cada tubo
para mezclarlo y centrifiguelos brevemente en una microcentrifugadora. Utilice
tubos Eppendorf de 1,7 ml como adaptadores para la microcentrifugadora.
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5 Coloque los cebadores en una gradilla de acuerdo con la siguiente disposicion:

a

Coloque los tubos de cebadores de indice C (A503), D (A504) y E (A505)
(tampones blancos, solucidn transparente) de forma vertical, alineados en lineas
dela AalaH.

Coloque los tubos de cebadores de indice 1 (A701), 2 (A702) y 10 (A710) (tapones
naranjas, solucion amarilla) de forma horizontal, alineados en columnas de la 1
ala12.

Fijacion de la placa de indices

A Cebadores de indice C (A503), D (A504) y E (A505) (maytsculas blancas)
B Cebadores de indice 1 (A701), 2 (A702) y 10 (A710) (maytsculas naranjas)
C Placa AMP

6  Asigne la etiqueta "AMP" (placa de amplificacion) a una nueva placa de PCR de 96
pocillos.

7 Afada cebadores de indice a la placa AMP de acuerdo con la hoja de muestras
siguiente:

a

Con una pipeta multicanal, afiada 4 pl de cebadores de indice C (A503),

D (A504) y E (A505) (solucion clara) a los pocillos correspondientes en una
columna de la placa AMP. No es necesario cambiar las puntas entre columnas.
Para evitar la contaminacién cruzada entre indices, deseche los tapones blancos
originales y coloque tapones blarncos nuevos.

Con una pipeta multicanal, afiada 4 pl de cebadores de indice 1 (A701), 2 (A702)
y 10 (A710) (solucién amarilla) a los pocillos correspondientes en una fila de la
placa AMP. Se deben cambiar las puntas después de cada fila para evitar la
contaminacion cruzada entre indices.

Para evitar la contaminacién cruzada entre indices, deseche los tapones naranjas
originales y coloque tapones naranjas nuevos. Retire todos los tubos de cebadores
de indice del area de trabajo.
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Prepare la solucién de trabajo de PCR de mezcla maestra PCR/polimerasa de PCR

como se indica a continuacion:

a  Centrifugue brevemente el tubo de polimerasa de PCR antes de utilizarlo para
eliminar las burbujas de aire.

b Afada 5,6 ul de polimerasa de PCR a 280 pl de mezcla maestra de PCR.

¢ Invierta la solucion de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclarla.

En la siguiente seccion, anadira la solucién de trabajo a la placa AMP. La soluciéon

de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

'3 NOTA
L Afada siempre polimerasa de PCR a la mezcla maestra de PRC antes del uso. Nunca
almacene la solucion de trabajo de PCR combinada.

Tras finalizar la reaccién de extension-ligadura de 45 minutos, retire la FPU de la
incubadora. Retire el sello de pelicula de aluminio y sustitityalo por la tapa de la
placa del filtro.

Se recomienda retirar el sello de pelicula de aluminio antes del centrifugado para
garantizar el drenaje 6ptimo del sobrenadante de la reaccion en la placa de residuos.

Centrifugue la FPU a 2400 x g a 20 °C durante dos minutos.

Con una pipeta multicanal, afiada 25 pl de NaOH 0,05 N en cada pocillo de
muestra de la placa del filtro. Asegtrese de que las puntas de las pipetas entren en
contacto con la membrana y, a continuacion, pipetee NaOH arriba y abajo cinco o
seis veces. Debe cambiar las puntas tras cada columna.

Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Mientras la placa del filtro se incuba, utilice una pipeta multicanal para transferir
22 ul de la solucién de trabajo de PCR a cada pocillo de la placa AMP que contiene
cebadores de indice. Cambie las puntas entre muestras.

Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a

continuacion:

a  Configure una pipeta multicanal P20 a 20 pl.

b  Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo
cinco o seis veces.

¢ Transfiera 20 pl desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la
placa AMP.

d DPipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN
con la solucion de trabajo de PCR.

! NOTA
Incline ligeramente la placa FPU para garantizar una aspiracion completa y evitar la
formacion de burbujas de aire.

e Transfiera las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP de
una manera similar. Se deben cambiar las puntas después de cada columna para
evitar la contaminacién cruzada entre indices y muestras.

f  Una vez transferidas todas las muestras, se puede desechar la placa MIDI de
recogida de residuos de la FPU. El collar adaptador metdlico se debe limpiar y
guardar para su uso en el futuro.

Cubra la placa AMP con el sello para placas adecuado y asegtirela con un rodillo de
goma.
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8  Centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
9 Transfiera la placa AMP al area de posamplificacion.

10 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:

95 °C durante 3 minutos

25 ciclos de:
95 °C durante 30 segundos
62 °C durante 30 segundos
72 °C durante 60 segundos

72 °C durante 5 minutos

Mantenga la temperatura a 10 °C
PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

1 Sino se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede

permanecer en el ciclador térmico toda la noche o se puede almacenar a una
temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 48 horas.
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Este proceso utiliza bolas de limpieza de PCR para purificar los productos PCR de otros

componentes reactivos.

Tiempo estimado

Duracion total de 50 minutos
Tiempo de participacién activa de 20 min

Consumibles
Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por
Tampdn de elucion 1 tubo Entre 15°Cy MMumina
30°C
Bolas de limpieza de PCR 400 pl por cada Entre 2°Cy 8 °C MMlumina
ocho muestras
Etanol al 80 %, recién 5 ml por cada ocho | Entre 15°Cy Usuario
preparado muestras 30 °C
Placas MIDI de 96 pocillos 2 Entre 15°Cy Usuario
30°C
Sello adhesivo para placas Segtin sea Entre 15°Cy Usuario
necesario 30°C
Cubetas Segtin sea Entre 15°Cy Usuario
necesario 30°C
f
o NOTA

Revise la seccion Precauciones al inicio del presente protocolo en relacién con la

manipulacion de bolas magnéticas y el lavado con etanol al 80 % durante la limpieza

mediante PCR.

1 Haga que las bolas de limpieza de PCR estén a temperatura ambiente.

2 Prepare una soluciéon nueva con etanol al 80 % a partir de una solucién de etanol

absoluta.

f
- NOTA

Para los pasos de lavado, prepare siempre etanol nuevo al 80 %. El etanol puede

absorber agua del aire con el consiguiente impacto de los resultados.

1 Centrifugue la placa AMP a 1000 x g y 20 °C durante 1 minuto para recoger la

condensacion.

2 Asigne la etiqueta "CLP_Plate_ID" (Placa de limpieza) a una nueva placa MIDI.

3 Invierta las bolas de limpieza de PCR 10 veces. Mezcle con fuerza y, a continuacion,
vuelva a invertir 10 veces.
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Inspeccione visualmente la solucién para garantizar que las bolas estan bien
resuspendidas.

Con una pipeta multicanal, ahada 45 pl de bolas de limpieza de PCR en cada
pocillo de la placa CLP.

Con una pipeta multicanal con configuracién de pipeteo a 60 pl, transfiera todo el
producto de PCR de la placa AMP a la placa CLP. Cambie las puntas entre
muestras.

Selle la placa CLP con un sello adhesivo para placas.
Agite la placa CLP en un agitador de microplacas a 1800 r/min durante 2 minutos.
Incube a temperatura ambiente (de 15 °C a 30 °C) sin agitar durante 10 minutos.

Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de 2 minutos o hasta
que el sobrenadante se distinga con claridad.

Con la placa CLP en el soporte magnético y una pipeta multicanal con configuraciéon
de pipeteo a 100 pl, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante. Cambie las
puntas entre muestras.
2 NOTA

; En caso de aspirar bolas con las puntas sin darse cuenta, coloque las bolas de nuevo

en la placa, deje reposar la placa sobre el soporte magnético durante dos minutos y
confirme que el sobrenadante se ha vuelto transparente.

Con la placa CLP en el soporte magnético, lave las bolas con etanol al 80 % recién

preparado como se indica a continuacién:

a Mediante el uso de una pipeta multicanal, afiada 200 pl de etanol al 80 % recién
preparado en cada pocillo de muestra. Si tiene cuidado de evitar la
contaminacion cruzada, no es necesario cambiar las puntas. En este momento,
no debe resuspender las bolas.

b Incube la placa en el soporte magnético durante un minimo de 30 segundos o
hasta que el sobrenadante se distinga con claridad.

¢ Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Con la placa CLP en el soporte magnético, ejecute un segundo lavado con etanol

como se indica a continuacion:

a  Mediante el uso de una pipeta multicanal, anada 200 pl de etanol al 80 % recién
preparado en cada pocillo de muestra.

b Incube la placa en el soporte magnético durante como minimo 30 segundos o
hasta que el sobrenadante desaparezca.

¢ Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracién de pipeteo a 20 pl para extraer
el exceso de etanol.

Retire la placa CLP del soporte magnético y deje que las bolas se sequen al aire a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

Con una pipeta multicanal, afiada 30 pl de tampon de elucion en cada muestra.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacion cruzada, no es necesario cambiar las
puntas.

Selle la placa con un sello adhesivo para placas.
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Agite la placa CLP en un agitador de microplacas a 1800 r/min durante 2 minutos.

NOTA

Asegurese de que todas las muestras estén resuspendidas por completo. Si hay
muestras en las que las bolas no estan completamente resuspendidos, pipetee con
cuidado arriba y abajo para resuspender las bolas y repita los dos pasos anteriores.

(
N

Incube a temperatura ambiente (de 15 °C a 30 °C) durante 2 minutos.

Coloque la placa CLP en el soporte magnético durante un minimo de 2 minutos o
hasta que el sobrenadante se distinga con claridad.

Asigne la etiqueta "LNP_Plate_ID" (Placa de normalizacién de bibliotecas) a una
nueva placa MIDL

Usando una pipeta multicanal P20 y puntas finas, transfiera con cuidado 20 ul del
sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP. Cambie las puntas entre muestras
para evitar la contaminacion cruzada.

) NOTA
N . .
; En caso de aspirar bolas con las puntas sin darse cuenta, coloque las bolas de nuevo en
la placa, deje reposar la placa sobre el soporte magnético durante dos minutos y
confirme que el sobrenadante se ha vuelto transparente.

Transfiera los 10 ul de sobrenadante restante de la placa CLP a una
nueva placa y asignele una etiqueta que incluya un nombre de experimento y la
fecha. Almacene la placa a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta la
finalizacién del experimento de secuenciacion y el analisis de los datos.

Los productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solucién de problemas
en caso de que se produzcan fallos en las muestras.

Si se detiene en este punto, selle la placa LNP con un sello adhesivo para placas y, a
continuacion, centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante 1 minuto para garantizar que
todo el sobrenadante esté en el fondo del pocillo.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD
1 Tras la limpieza de PCR, la placa permanece estable hasta 3 horas a una temperatura
de entre 2°Cy 8 °C.
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Este proceso normaliza la cantidad de cada biblioteca para garantizar una
representacion de bibliotecas equitativa en la muestra agrupada.

Tiempo estimado

Duracioén total: 1 hora y 20 minutos

Tiempo de participacién activa: 30 minutos

Consumibles
Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por

Diluyente de normalizacion de 1 tubo Entre 25 °Cy -15°C | Illumina

bibliotecas

Bolas de biblioteca 1 tubo Entre 2°Cy 8 °C [Mumina

Lavado de normalizacién de 2 tubos Entre2°Cy 8°C Mumina

bibliotecas

Tampon de almacenamiento 1 tubo Entre 15 °C y 30 °C [llumina

de biblioteca

NaOH 0,1 N, recién preparado 2 ml por cada Entre 15 °C y 30 °C Usuario
48 muestras

Placa de PCR con faldones de 1 placa Entre 15 °C y 30 °C Usuario

96 pocillos

Tubo cdnico de 15 ml 1 tubo Entre 15 °C y 30 °C Usuario

Sello adhesivo para placas Segtin se Entre 15 °C y 30 °C Usuario
requiera

J ADVERTENCIA

Este conjunto de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas.
Evite su inhalacion, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccion, incluidos gafas, guantes y batas de
laboratorio adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizado
como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con las normativas y leyes
regionales, nacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacién sobre
seguridad, salud y medioambiente, consulte la hoja de datos de seguridad en
support.illumina.com/sds.html.

1 Prepare NaOH 0.1 N nuevo agregando 30 ul de NaOH 10 N a 2970 ul de agua sin
ARNasa ni ADNasa.

2 Retire el diluyente de normalizacién de bibliotecas de un tubo del almacenamiento a
una temperatura de -25 °C a -15 °C y haga que esté a temperatura ambiente. Utilice
un bano de agua a una temperatura de entre 20 °C y 25 °C segiin sea necesario.
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) NOTA

El diluyente de normalizacion de bibliotecas puede formar precipitados o cristales
visibles. Antes de utilizar, mezcle con fuerza y, a continuacion, sujete el tubo delante
de una luz e inspeccionelo visualmente para asegurarse de que todos los precipitados
se hayan disuelto por completo.

Retire las bolas de bibliotecas y el lavado de normalizacién de bibliotecas del
almacenamiento a entre 2 °C y 8 °C y deje que alcancen la temperatura ambiente.
Utilice un bafio de agua a una temperatura de entre 20 °C y 25 °C seguin sea
necesario.

Mezcle bien las bolas de biblioteca durante 1 minuto invirtiéndolas de manera
intermitente hasta que las bolas se resuspendan y no quede sedimento en el fondo
del tubo cuando este se invierta.

Anada 394 pul de diluyente de normalizacién de bibliotecas en un tubo nuevo de
1,5 ml.

Utilice una pipeta P1000 con configuracion de pipeteo a 1000 il para resuspender
las bolas de biblioteca completamente pipeteando arriba y abajo 10 veces.

'3 NOTA
L Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de bolas de la biblioteca
del fondo del tubo. Si utiliza una P1000, se asegurara de que las bolas queden
resuspendidas de manera homogénea y de que no quede masa de bolas en el fondo
del tubo. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea
en la celda de flujo.

Pipeta de 72 ul de bolas de biblioteca a un tubo que contenga diluyente de
normalizacién de bibliotecas. Dé la vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar
bien el contenido.

' NOTA

; Se precisa una P1000 con configuracion de pipeteo a 1000 ul para resuspender
completamente las bolas en el paso 2. Mezcle tnicamente las cantidades exigidas de
diluyente de normalizaciéon de bibliotecas y bolas de biblioteca para el ensayo actual.
Debe almacenar el resto de diluyente de normalizaciéon de bibliotecas y bolas de
biblioteca por separado a las respectivas temperaturas recomendadas. Para preservar
la estabilidad, las bolas de biblioteca no se deben congelar nunca ni mezclar con
diluyente de normalizaciéon de bibliotecas sino se va a utilizar de forma inmediata.

Con una pipeta multicanal, aflada 45 ul de la solucién de trabajo compuesta por
diluyente de normalizacion de bibliotecas y bolas de biblioteca en cada pocillo de la
placa LNP que contiene bibliotecas. Si tiene cuidado de evitar la contaminacion
cruzada, no es necesario cambiar las puntas entre columnas.

Selle la placa LNP con un sello adhesivo para placas.
Agite la placa LNP en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

NOTA

Esta incubacion de 30 minutos es fundamental para garantizar una normalizacién de
bibliotecas adecuada. Las incubaciones superiores o inferiores a 30 minutos pueden
afectar a la representacion de bibliotecas y la densidad de grupos.

(
N
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) NOTA

Si va a continuar con la secuenciacion el mismo dia, ahora es un buen momento
para iniciar la descongelacion del cartucho de reactivo. Siga las instrucciones para
descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx en la seccion titulada Preparacion del
cartucho de reactivo en la pagina 46.

7 Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de 2 minutos o hasta
que el sobrenadante se distinga con claridad.

8 Con la placa LNP en el soporte magnético, utilice una pipeta multicanal con
configuracién de pipeteo en 80 ul para extraer y desechar con cuidado el
sobrenadante en un contenedor de residuos peligrosos adecuado.
= NOTA

' En caso de aspirar bolas con las puntas sin darse cuenta, coloque las bolas de nuevo en

la placa y deje reposar la placa durante 2 minutos o hasta que el sobrenadante se
distinga con claridad.

9  Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con lavado de

normalizacién de bibliotecas como se indica a continuacion:

a  Con una pipeta multicanal, aflada 45 ul de lavado de normalizacion de
bibliotecas en cada pocillo de muestra.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacién cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.

b Selle la placa LNP con un sello adhesivo para placas.

c Agite la placa LNP en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 5
minutos.

d Coloque la placa en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o
hasta que el sobrenadante se distinga con claridad.

e Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante en un contenedor de residuos
peligrosos adecuado.

10 Retire la placa LNP del soporte magnético y repita el lavado con lavado de

normalizacién de bibliotecas como se indica a continuacion:

a  Con una pipeta multicanal, afiada 45 pl de lavado de normalizacion de
bibliotecas en cada pocillo.
Si tiene cuidado de evitar la contaminacion cruzada, no es necesario cambiar las
puntas entre columnas.

b Selle la placa LNP con un sello adhesivo para placas.

¢ Agite la placa LNP en un agitador de microplacas a 1800 r/min durante
5 minutos.
Coloque la placa en el soporte magnético durante un minimo de 2 minutos.

e Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante en un contenedor de residuos
peligrosos adecuado.

11 Utilice una pipeta multicanal P20 a 20 ul para extraer el exceso de lavado de
normalizacién de bibliotecas.

12 Retire la placa LNP del soporte magnético y anada 30 ul de NaOH 0,1 N en cada
pocillo para eluir la muestra.

13 Selle la placa LNP con un sello adhesivo para placas.
14 Agite la placa LNP en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 5 minutos.

15 Durante los cinco minutos de elucion, asigne la etiqueta "SGP_Plate_ID" (SGP_
Placa_ID) a una nueva placa de PCR de 96 pocillos.
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Afiada 30 pl de tampdn de almacenamiento de bibliotecas a cada pocillo que se
utilizard en la placa SGP.

Tras la elucion de cinco minutos, asegtirese de que todas las muestras de la placa
LNP estén resuspendidas por completo. Si las muestras no estan completamente
resuspendidas, pipetee con cuidado las muestras arriba y abajo o golpee ligeramente
la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuacion, agite cinco
minutos mas.

Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un minimo de 2 minutos.

Con una pipeta multicanal con configuracién de pipeteo a 30 pl, transfiera el
sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo
cinco veces para mezclar.

) NOTA
N . .
; En caso de aspirar bolas con las puntas sin darse cuenta, coloque las bolas de nuevo
en la placa, deje reposar la placa sobre el soporte magnético durante dos minutos y
confirme que el sobrenadante se distingue con claridad.

Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y, a continuacidn, centrifugue a
1000 x g a 20 °C durante un minuto.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

1 Sino se procede de manera inmediata a la agrupacion de bibliotecas y la consiguiente
secuenciacion en el MiSeqDx, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de
entre -25 °C a -15 °C hasta tres dias.
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Como preparacién para la generacion y secuenciacion de grupos, se combinan
voltimenes iguales de bibliotecas normalizadas, diluidos en tampén de hibridacion y se
desnaturalizan por calor antes de secuenciarlos en MiSegDx. PhiX se utiliza como
control interno para la secuenciacion.

Tiempo estimado
Duracion total: 10 minutos
Tiempo de participacién activa: 10 minutos

Consumibles

Elemento Cantidad Almacenamiento Suministrado
por

Tampdn de dilucion de 1 tubo Entre 25 °Cy -15°C | Illumina
biblioteca
Control interno PhiX 10 nM 2 ul Entre 25 °Cy -15°C | Illumina
NaOH 0,1 N, recién preparado 1ml Entre 15 °C y 30 °C Usuario
1 tampon TE 8 ul Entre 15 °C y 30 °C Usuario
Tubos Eppendorf (se 2 tubos Entre 15 °C y 30 °C Usuario
recomienda con tapon
roscado)
Gradilla de ocho tubos de PCR = 1 Entre 15 °Cy 30 °C Usuario
Hielera de 2,51 1 Entre 15 °C y 30 °C Usuario

1  Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrifuga de 1,5 ml a 96 °C.

2 En una hielera, prepare un bafo de agua con hielo. Enfrie el tampon de dilucion de
biblioteca en el bafio de agua con hielo.

3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

Las instrucciones siguientes describen cémo descongelar el cartucho de reactivo con un
bafio de agua a temperatura ambiente. Este método lleva aproximadamente una hora.

1 Extraiga el cartucho de reactivo almacenado a una temperatura de entre —25 °Cy
-15 °C.

2 Coloque el cartucho de reactivo en un bafio de agua con la cantidad suficiente de
agua de laboratorio a temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho
de reactivo hasta la linea de agua impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no
debe sobrepasar la linea de nivel maximo de agua.
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Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura ambiente
durante aproximadamente una hora o hasta que esté completamente descongelado.

Saque el cartucho del bafio de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el
agua salga de la base del cartucho. Seque la base del cartucho. Asegtirese de que no
haya salpicaduras de agua en la parte superior del cartucho de reactivo.

Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados
y luego compruebe que todas las posiciones estén descongeladas.

rl NOTA
Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y
mezclados para garantizar una correcta secuenciacion.

Inspeccione los reactivos de las posiciones 1, 2 y 4 para asegurarse de que se hayan
mezclado completamente y no presenten precipitados.

Golpee suavemente el cartucho en el banco para reducir las burbujas de aire en los
reactivos.
=2 NOTA

' Los tubos del dispensador del MiSeqDx acceden al fondo de cada depoésito para

aspirar los reactivos, de modo que es importante que estos no presenten burbujas de
aire.

Coloque el cartucho de reactivo en hielo o almacénelo a una temperatura de entre
2 °Cy 8 °C (hasta seis horas) hasta que esté listo para configurar el experimento.
Para obtener unos resultados 0ptimos, proceda directamente con la carga de la
muestra y la configuracion del experimento.

Prepare NaOH 0,1 N combinando los voliimenes siguientes en un tubo cénico:
Agua sin ARNasa ni ADNasa (2475 ul)
Preparado de NaOH 10 N (25 ul)

Invierta el tubo varias veces para mezclar.

J PRECAUCION

3 El uso de NaOH recién diluido es esencial para desnaturalizar completamente las
muestras para la generacion de grupos en el sistema MiSeqDx.
f
v NOTA

Si el PhiX se prepara el mismo dia que la normalizacién de bibliotecas, se puede usar
el mismo preparado de NaOH 0,1 N.

Combine los siguientes voliumenes para diluir la biblioteca de control interno PhiX a
2 nM:

Biblioteca de control interno PhiX a 10 nM (2 pl)

1 tampodn TE (8 ul)
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4 Combine los siguientes volimenes para que dé como resultado una biblioteca de
control interno PhiX a 1 nM:
Biblioteca de control interno PhiX 2 nM (10 pl)
NaOH 0,1 N (10 ul)

5 Agite brevemente con un mezclador vorticial para mezclar la solucién de la
biblioteca de control interno PhiX a 1 nM.

6  Centrifugue el control interno PhiX de 1 nM a 280 x g a 20 °C durante un minuto.

7 Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la solucién de
la biblioteca de control interno PhiX en hebras sencillas.

8 Combine los siguientes voliimenes en un tubo de microcentrifugado para que dé
como resultado una biblioteca de control interno PhiX de 20 pM:
Biblioteca de control interno PhiX desnaturalizada (2 ul)
Tampodn de dilucién de biblioteca enfriado previamente (98 pl)

) NOTA

La biblioteca de control interno PhiX desnaturalizada de 20 pM se puede almacenar
hasta tres semanas a una temperatura de entre -25 °C a -15 °C como partes alicuotas
de un solo uso. Después de tres semanas, los nimeros de grupos tienden a disminuir.

1 Deje que el tampon de dilucion de biblioteca alcance la temperatura ambiente.
Agite en un vortex el tampdn de dilucion de biblioteca y asegtirese de que todos los
precipitados se disuelven completamente.

2 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, descongele la placa SGP a
temperatura ambiente.

3 Centrifugue la placa SGP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto para recoger la
condensacion.

4 Asigne la etiqueta "PAL_Plate_ID" (PAL_Placa_ID) a un tubo Eppendorf nuevo.

5 Si la placa SGP se ha almacenado congelada, con una pipeta multicanal P200 con
configuracion de pipeteo a 40 ul, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar
pipeteando arriba y abajo entre tres y cinco veces. Cambie las puntas entre muestras.

6 Transfiera 5 ul de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP a una
gradilla de ocho tubos de PCR. Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas
y resérvela.

ll NOTA

Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C.
La placa SGP sellada permanece estable hasta tres dias.

7 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL.
Mezcle bien el tubo PAL agitandolo.

8 Asigne la etiqueta "DAL_Plate_ID" (DAL_Placa_ID) a un tubo Eppendorf nuevo.
9 Afada 585 ul del tampodn de la dilucién de biblioteca al tubo DAL.

10 Anada 6 pl de control interno PhiX de 20 pM al tubo DAL. Con la misma punta,
pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar
una transferencia completa.
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Transfiera 9 pl de PAL al tubo DAL que contiene el tampén de dilucion de
biblioteca. Con la misma punta, pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces para
enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

Mezcle el tubo DAL agitando el tubo en un vortice a maxima velocidad.

' 8 NOTA
" Si desea guardar el contenido de PAL restante para su uso en el futuro, almacene
el tubo PAL a una temperatura de entre 25 °C y —15 °C. La PAL almacenada
permanece en buenas condiciones durante tres dias.

Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 °C durante un minuto para recoger el
contenido.

Con un bloque de calor, incube el tubo DAL a 96 °C durante 2 minutos.

Tras la incubacidn, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y,
a continuacion, coloquelo inmediatamente en el bafio de agua con hielo.

Mantenga el tubo DAL en el bafio de agua con hielo durante 5 minutos.

'3 NOTA
" Debe realizar el paso de desnaturalizacién con calor inmediatamente antes de cargar
DAL en el cartucho de reactivo de MiSeqDx para garantizar que se carga la plantilla
de forma eficiente en la celda de flujo de MiSeqDx.
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Después de que se haya agrupado la biblioteca de amplicones con el PhiX diluido y
desnaturalizado, las bibliotecas estaran listas para cargarse en el Cartucho de MiSegDx -
Secuenciacion clinica de fibrosis quistica en el depdsito designado con la etiqueta

Load Samples (Carga de muestras). Posteriormente se configura el experimento de
secuenciacion utilizando la interfaz del MiSeq Operating Software (MOS). Consulte la
configuracién en la guia de referencia del instrumento MiSeqDx. Consulte las Guias del
instrumento y el software en la pagina 19.

Guia de referencia del ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSegDx
N.° de documento 1000000015713 vO3 ESP
English Source: 15038346 v03

SOPEBPSAON



[Pagina en blanco intencionada]



Si necesita asistencia técnica, pongase en contacto con el servicio de asistencia técnica de

Ilumina.
Informacién de contacto general de Illumina
Sitio web www.illumina.com
Correo techsupport@illumina.com
electronico

Numeros del servicio de asistencia al cliente de Illumina
Zona Numero de contacto Zona
Norteamérica 1.800.809.4566 Irlanda
Alemania 0800.180.8994 ITtalia
Australia 1.800.775.688 Noruega
Austria 0800.296575 Nueva Zelanda
Bélgica 0800.81102 Paises Bajos
Dinamarca 80882346 Reino Unido
Espana 900.812168 Suecia
Finlandia 0800.918363 Suiza
Francia 0800.911850 Otros paises

Hojas de datos de seguridad

Numero de contacto
1.800.812949
800.874909

800.16836
0800.451.650
0800.0223859
0800.917.0041
020790181
0800.563118
+44.1799.534000

Las hojas de datos de seguridad (SDS) estan disponibles en el sitio web de Illumina en

support.illumina.com/sds.ilmn.

Documentacion del producto

En el sitio web de Illumina es posible descargar documentos en PDF sobre el producto.
Vaya a support.illumina.com, seleccione un producto y, a continuaciéon, Documentation

& Literature (Documentacion y bibliografia).
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