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Kit de amplicones personalizados TruSeq™ Dx

Un kit validado, autorizado por la FDA'y con certificacion CE-IVD que permite a los
laboratorios clinicos disefar ensayos personalizados para los instrumentos de secuenciacion

MiSeq™Dx y NextSeq™ 550Dx.

Puntos destacados

e Diseno flexible de ensayos
Desarrollado para satisfacer necesidades uUnicas definidas
por el usuario

e Kit validado
Especificaciones de rendimiento validadas para la
preparacion de las bibliotecas con instrumentos y reactivos
de secuenciacion lllumina Dx

e Compatible con una gran variedad de tipos de muestra
Preparacion de bibliotecas optimizada para el ADN extraido

de tejidos fijlados en formol y embebidos en parafina (FFPE) y
muestras de sangre total

e Altareproducibilidad del ensayo
Resultados homogéneos con varios operadores y sistemas

Introduccién

El'kit de amplicones personalizados TruSeq Dx (figura 1) es un kit
de secuenciacion de amplicones validado, autorizado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug
Administration) de EE. UU. y con certificacion de Conformidad
Europea para diagndstico in vitro (CE-IVD) que permite que los
laboratorios clinicos desarrollen ensayos personalizados de
secuenciacion de proxima generacion (NGS, next generation
sequencing). Estos ensayos de secuenciacion se pueden utilizarcon
los instrumentos MiSegDx y NextSeq 550 Dx, también autorizados
porla FDAy con certificacion CE-IVD. La combinacion del kit de
amplicones personalizados TruSeq Dx y los instrumentos de
secuenciacion lllumina Dx le brinda una solucién integral de ADN

a datos con la exactitud y la fiabilidad necesarios en un entorno
regulado. Gracias a la potencia de la NGS, los laboratorios clinicos
pueden proporcionar a sus clientes una oferta cada vez mayor de
aplicaciones de diagndstico.

Solucion de preparacion de bibliotecas
validada

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx ofrece una solucion
de preparacion de bibliotecas que incluye reactivos de alta calidad
y un flujo de trabajo optimizado. La validacion de los reactivos de
preparacion de bibliotecas garantiza un rendimiento homogéneo
entre un lote y otro, lo que permite utilizarlos ensayos disefados
durante mucho tiempo y facilita la gestion de los cambios. El uso de
reactivos validados elimina la necesidad de gastar valiosos recursos
dellaboratorio en la revalidacion de reactivos o ensayos para
experimentos futuros. Con este flujo de trabajo rapido y eficaz solo
hacen falta 50 ng de ADN gendmico (ADNg) o 10 pl de ADN FFPE
evaluado para producir bibliotecas de secuenciacion de alta calidad
en menos de dos dias.

Para uso diagndstico in vitro. Péngase en contacto con un

representante de lllumina para conocer la disponibilidad local.

Figura 1: Kit de amplicones personalizados TruSeq DxE! kit de amplicones
personalizados TruSeq Dx, autorizado por la FDA y con certificacion CE-IVD,
proporciona reactivos de preparacion de bibliotecas que permiten que los
laboratorios clinicos desarrollen sus propias pruebas diagndsticas disefiadas para
Su uso con los instrumentos de secuenciacion lllumina Dx.

Diseno personalizado de ensayos

Con el kit de amplicones personalizados TruSeq Dx, los laboratorios
clinicos pueden desarrollar ensayos con sondas de oligonucledtidos
personalizados. Esta personalizacién brinda a los usuarios la
flexibilidad necesaria para centrarse en regiones especificas de

Tabla 1: Capacidad de deteccion del kit de amplicones
personalizados TruSeqDx

Parametro Linea germinal Somatico
Contexto genémico
Contenido de GC 19-78 % 19-73 %2
Longitud de poli-A <8 <8
Longitud de poli-T <10 <10
Longitud de poli-G <7 <6
Longitud de poli-C <6 <6
Longit repeticion
Longitud de repeticién
trinucledtida =ox =o%
Variantes

. PR . Si, limite de
Polimorfismos de nucledtido unico Si deteocion del 5 %
Longitud de insercion <24pb <24pb
Longitud de delecion <25pb <25pb

a. Hasta un 78 % con el instrumento NextSeq 550Dx.

interés. Las especificaciones del objetivo (tabla 1) permiten
secuenciar mas de un 90 % de los exones en los genes RefSeq,’
en funcion del disefio del ensayo. La posibilidad de personalizarla
configuracion del kit también permite flexibilizar la produccion de
muestras.
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Flujo de trabajo de preparacion de bibliotecas

El'kit de amplicones personalizados TruSeq Dx genera bibliotecas
listas para la secuenciacion que se pueden cargar en un instrumento
de secuenciacion lllumina Dx para la produccion de datos de
secuenciacion fiables en menos de dos dias.

Generacion de bibliotecas
de secuenciacion con
muestras FFPE o de

Preparacion de sangre total
blpllotecas Adjuntado de indices
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Normalizacién y agrupacion
de bibliotecas

Carga de bibliotecas
agrupadas en el cartucho

Secuenciacion de reactivo del instrumento

Tiempo de

© © © © o0 @©

L ) lllumina Dx
participacion activa:

(ol El instrumento lllumina Dx
automatiza la generacion de
grupos y la secuenciacion
Local Run Manager genera

Analisis llamadas de variantes
Tiempo de en formato VCF
participacion activa:

5-30 min

Figura 2: Flujo de trabajo de ensayos optimizado. El flujo de trabajo del kit de
amplicones personalizados TruSeq Dx proporciona una solucion de ADN a datos
con un proceso optimizado de seis pasos.

Flujo de trabajo optimizado

El flujo de trabajo del kit de amplicones personalizados TruSeq Dx
incluye seis pasos basicos (figura 2). Las sondas oligonucleotidicas
dirigidas a las regiones de interés se mezclan con la muestra de ADN
durante la preparacion de bibliotecas. Las bibliotecas se agrupan'y,
a continuacion, se secuencian en un instrumento de secuenciacion
lllumina Dx. Los datos se recopilan en tiempo real y se analizan con el
software Local Run Manager.

Entrada de ADNg o ADN FFPE

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx esta optimizado para
su uso con 50 ng de ADNg o 10 pl de ADN evaluado procedente de
tejidos FFPE. EI ADN FFPE se puede evaluar con el kit de amplicones
personalizados TruSeq Dx/control de calidad de tejidos FFPE, que
utiliza una sencilla reaccion de gPCR para determinar la calidad del

Para uso diagndstico in vitro. Péngase en contacto con un

representante de lllumina para conocer la disponibilidad local.

ADN FFPE. Los resultados del kit de control de calidad de tejidos
FFPE se utilizan para asesorar sobre la calidad y la cantidad de
entrada de ADN FFPE.

\.50192 1 Region de interés  Sonda 2 /

Las sondas definidas por el usuario se hibridan en las
regiones de interés adyacentes en el ADNg sin fragmentar

\ Sonda 1 Sonda 2

Extension/ligadura entre sondas definidas
por el usuario en las regiones de interés

Ll

La PCR anade indices y cebadores de secuenciacion

P7 \\'nd\ce1 \ /\‘ndlcc 2 ’ P5

Biblioteca con etiquetado Unico lista para
la generacion y secuenciacion de grupos
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Figura 3: Procesos quimicos de preparacion de bibliotecas del kit de
amplicones personalizados TruSeq Dx. El kit de amplicones personalizados
TruSeq Dx utiliza sondas personalizadas para capturar y secuenciar los objetivos
de interés definidos.

Proceso quimico del ensayo

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx, en combinacion con
los procesos quimicos demostrados de secuenciacion por sintesis
(SBS, sequencing by synthesis), permite capturary secuenciar
unicamente las regiones de interés (figura 3). EI ADNg o el ADN FFPE
se mezcla con un grupo de sondas oligonucleotidicas definidas por el
usuario. Cada sonda incluye secuencias disefiadas para capturar
regiones de interésy una secuencia del adaptador utilizada en una
reaccion de amplificacion posterior. Las sondas se hibridan en el
ADN, una en sentido ascendente y otra en sentido descendente de
la secuencia de ADN objetivo. Una reaccion de extension-ligadura
patentada se extiende por la region de interés, seguida de la ligadura
para unirlas dos sondas. De esta forma, se crea una hebra de
cadena molde y se otorga al ensayo una excelente especificidad.

Para permitir el analisis simultaneo de varias muestras en un solo
experimento de secuenciacion (lo que se conoce como
“multiplexado”), las bibliotecas individuales se “etiquetan” con un
identificador o indice Unicos. Estos indices Unicos y especificos de
cada muestra se anaden durante el paso de amplificacion PCR del
protocolo de preparacion de bibliotecas. El producto finalincluye las
regiones definidas por el usuario, los adaptadoresy los indices
necesarios para realizarla secuenciacion en un instrumento de
secuenciacion lllumina Dx.
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Tabla 2: El estudio de llamada de variantes demuestra la alta reproducibilidad del ensayo?

Andlisis Criterio de medicion Tipo de variante MiSe-qu Nethef‘ S50Dx
(8 experimentos) (9 experimentos)
PPA SNV 99,8 % >99,9 %
Llamada de variantes de lineas PPA Insercion 98,1 % 98,9 %
germinales PPA Delecion 99,8 % 100 %
NPA 100 % 100 %
PPA SNV 100 % 99,9 %
Llamadade PPA Insercion 100 % 99,9 %
variantes somaticas PPA Delecion 100 % 99,9 %
NPA >99,9 % >99,9 %

Los porcentajes representan el valor mas bajo en todos los experimentos. Abreviaciones: coincidencia de porcentaje positivo (PPA, positive percent agreement),
coincidencia de porcentaje negativo (NPA, negative percent agreement), variante de nucledtido unico (SNV, single nucleotide variant).

Tecnologia de NGS de uso mas generalizado

Los procesos quimicos de SBS de lllumina son la tecnologia de NGS
més utilizada en la comunidad de la secuenciacion.® Usando la
secuenciacion masiva en paralelo con un método patentado basado
en terminadores reversibles, las bases individuales se detectan a
medida que se incorporan a las cadenas de ADN en crecimiento.

Un terminador marcado con tinta fluorescente se digitaliza mientras
se aflade cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP o dTTP) y, a continuacion,
se segmenta para permitir la incorporacion de la siguiente base.
Como los cuatro dNTP unidos al terminador reversible estan
presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia
natural minimiza la tendencia a la incorporacion. El resultado es una
secuenciacion base porbase que permite capturar datos con una
gran exactitud.*

Datos altamente reproducibles

Para demostrar la alta reproducibilidad de los datos obtenidos con el
kit de amplicones personalizados TruSeq Dx y los procesos quimicos
de SBS, se realizd un estudio de precision de la llamada de variantes
con un ensayo representativo. En el estudio se emplearon varios
operadores, instrumentos y lotes en 8-9 experimentos (tabla 2).

Resumen

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx brinda una solucion
validada y autorizada por la FDA para el disefio de ensayos de NGS
dirigidos a regiones gendmicas de interés definidas por el usuario.
Este kit permite a los laboratorios clinicos aprovecharla velocidad y
exactitud de la NGS, asi como prestar a sus clientes una oferta de
servicios de diagnostico cada vez mayor.

Informacion adicional

Para obtenermas informacion acerca del kit de amplicones
personalizados TruSeq Dx, visite www.illumina.com/TSCAKItDx.

Para obtener mas informacion acerca del instrumento MiSeqgDx,
visite www.illumina.com/MiSeqDx.

Para obtener mas informacion acerca del instrumento
NextSeq 550Dx, visite www.illumina.com/nextseg550dx.

Para uso diagndstico in vitro. Péngase en contacto con un

representante de lllumina para conocer la disponibilidad local.

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catadlogo
Kit de amplicones personalizados TruSeq Dx* 20005718

Kit de amplicones personalizados TruSeq Dx/control de

calidad dep tejidos FpIEF’Ea ! 20006259
Instrumento MiSegDx DX-410-1001
Kit de reactivos MiSeqDx v3* 20012552
Instrumento NextSeq 550Dx 20005715
Kit de reactivos de alto rendimiento NextSeq 550Dx v2

(300 ciclos/? ! 20019554
Kit de fijacion de placa de indices TruSeq DX-130-1005
Kit de collar y fijacion de la placa de indices TruSeq DX-130-1007

a. Los consumibles de secuenciacion de clase | se envian en un solo lote e
incluyen pruebas de lote de kit, notificaciones previas a las modificaciones
yun certificado de andlisis en cada lote. Los reactivos se desarrollan
conforme a principios de control del disefio, se fabrican conforme a las
practicas recomendadas de fabricacion actuales y se verifican para
garantizar el cumplimiento de las especificaciones.
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Declaraciones de uso previsto

Uso previsto del kit de amplicones personalizados
TruSeq™ Dx

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx de lllumina es un
conjunto de reactivos y consumibles que se utilizan para prepararlas
bibliotecas de muestras de ADN extraidas de sangre total periférica

y de tejido fijlado en formol y embebido en parafina (FFPE). Para la
preparacion de bibliotecas centradas en regiones de interés
gendmicas especificas hacen falta reactivos de analitos especificos
proporcionados por el usuario. Las bibliotecas de muestras resultantes
estan concebidas para utilizarse con los analizadores de secuencias
de ADN de alto rendimiento de lllumina.

Uso previsto del kit de amplicones personalizados
TruSeq™ Dx/control de calidad de tejidos FFPE

El kit de amplicones personalizados TruSeq Dx/control de calidad de
tejidos FFPE de lllumina consta de un conjunto de reactivos que se
utilizan para determinar el potencial de amplificacion de ADN
genomico (ADNg) extraido de muestras fijadas en formol y
embebidas en parafina (FFPE).

Uso previsto del instrumento MiSeq™Dx

Elinstrumento MiSegDx se ha concebido para la secuenciacion
selectiva de bibliotecas de ADN formadas a partir de ADN gendmico
humano que se ha extraido de sangre total periférica o de tejido fijado
en formol y embebido en parafina (FFPE), en los ensayos de
diagndstico in vitro (DIV) llevados a cabo en el instrumento.
Elinstrumento MiSegDx no esté indicado para la secuenciacion de
genoma completo o de novo. Elinstrumento MiSeqDx se debe utilizar
con un software de analisis y reactivos de DIV registrados y
catalogados, autorizados o aprobados.

Uso previsto del kit de reactivos MiSeq™Dx v3

El kit de reactivos MiSegDx v3 de lllumina es un conjunto de reactivos
y consumibles que se utiliza para la secuenciacion de bibliotecas de
muestras con ensayos validados. El kit de reactivos MiSeqDx v3 esta
disefado para su uso con el instrumento MiSegDx y el software de
analisis correspondiente.

Uso previsto del instrumento NextSeq™ 550Dx
(Unién Europea)

Elinstrumento NextSeq 550Dx esta concebido para la secuenciacion
de bibliotecas de ADN cuando se utiliza con ensayos de diagndstico
in vitro (DIV) realizados en el instrumento. Ademas, el instrumento
NextSeq 550Dx debe utilizarse con reactivos de DIVy software de
analisis especificos registrados, certificados 0 aprobados.

Uso previsto del kit de reactivos de alto rendimiento
NextSeq™ 550Dx v2 (300 ciclos)

El kit de reactivos de alto rendimiento NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos)
de lllumina es un conjunto de reactivos y consumibles disefiado para la
secuenciacion de bibliotecas de muestras con ensayos validados.

El kit esta disefiado para utilizarse con el instrumento NextSeq 550Dx y
el software de analisis correspondiente.

lllumina, Inc. ¢ 1.800.809.4566 (lamada gratuita, EE. UU.) ® Tel.: +1.858.202.4566 ® techsupport@illumina.com ¢ www.illumina.com
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