Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

Prospect

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO

Utilizarea preconizata

VeriSeq NIPT Solution v2 este un test de diagnosticare in vitro destinat utilizarii ca test de screening pentru
detectarea anomaliilor genetice ale fatului la nivel de genom din probele de sange integral periferic matern la
femeile Thsarcinate cu o véarsta gestationala de cel putin 10 saptamani. VeriSeq NIPT Solution v2 utilizeaza
secventierea completa a genomului pentru a detecta duplicarile si deletiile partiale pentru toti autozomii si
starea aneuploidiei pentru toti cromozomii. Testul ofera o optiune de a solicita raportarea aneuoploidiei
cromozomului sexual (SCA). Acest produs nu trebuie utilizat ca baza unica de diagnosticare sau pentru alte
decizii de gestionare a sarcinii.

VeriSeq NIPT Solution v2 include: VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 pentru VeriSeq NIPT Microlab STAR,
seturile VeriSeq NIPT Sample Prep si serverul VeriSeq Onsite Server v2 cu VeriSeq NIPT Assay Software v2.
Solutia VeriSeq NIPT v2 este destinata utilizarii impreuna cu un sistem de secventiere de noud generatie.

Rezumatul si explicarea testului

Anomaliile cromozomiale fetale, in special aneuploidia, care reprezinta un numar anormali de cromozomi,

sunt o cauza frecventa a problemelor reproductive, a anomaliilor congenitale, a intarzierii de dezvoltare sia
dizabilitatilor intelectuale. Aneuploidia afecteaza aproximativ 1 din 300 de nasteri de feti vii, cu frecventa mult
mai mare asociata avorturilor spontane si nasterilor de feti morti."? Pana de curand, au existat dous tipuri de
teste prenatale pentru aceste afectiuni: testarea de diagnosticare sau screeningul. Testarea de diagnosticare
implica proceduri invazive de tipul amniocentezei sau prelevarea de vilus corionic. Aceste metode de testare
sunt considerate standardul de aur pentru detectarea aneuploidiei fetale. Cu toate acestea, sunt asociate unui
risc de pierdere a sarcinii intre 0,11% si 0,22%.3 Screeningurile conventionale cu marcator multiplu nu implica
risc de pierdere a sarcinii, deoarece sunt neinvazive, dar sunt mai putin precise decat testele de diagnosticare.
Ratele de detectare pentru trisomia 21 variaza intre 69 si 96%, in functie de screeningul specific, de varsta
mamei si de varsta gestationald la testare.* Un aspect important este ca au rate fals pozitive de aproximativ 5%,
ceea ce poate duce la testarea de diagnosticare invaziva pentru confirmare si, astfel, la riscul de pierdere a
sarcinii din cauza procedurii.4 Screeningurile cu ultrasunete pot detecta, la randul lor, anomaliile cromozomiale,
dar pot face acest lucru cu o certitudine si mai redusa decat aceste metode.

Aneuploidia fetala pentru cromozomii 21, 18 si 13, X si Y poate fi detectata cu un grad ridicat de precizie prin
testarea prenatala neinvaziva (NIPT), folosind secventierea la intregul genom a ADN-ului liber circulant obtinut
din plasma materna la o varsta gestationala de 10 saptamani sau mai mare. O meta-analiza recentd a mai multor
studii clinice a raportat ratele ponderate de detectare a gruparii si specificitatii pentru trisomia 21 si trisomia 18
la sarcinile cu fat unic dupa cum urmeaza: trisomia 21 99,7% si 99,96% si trisomia 18 97,9% si respectiv
99,96%.° Un studiu sugereaza ca utilizarea NIPT ca screening principal pentru toate sarcinile ar putea duce la o
reducere cu 89% a numarului de proceduri invazive de confirmare.®
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Data fiind reducerea semnificativa a ratelor fals pozitive cu NIPT comparativ cu screeningul conventional cu
markeri multipli, numeroase organizatii medicale de specialisti au declarat ca sprijina indicatiile de utilizare a
NIPT.

In mod specific, International Society for Prenatal Diagnosis, American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG) /Society for Maternal Fetal Medicine (SMFM), American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) si European Society of Human Genetics/American Society of Human Genetics sprijind
asigurarea NIPT pentru toate femeile insarcinate.”8° Se recomandé consilierea anterioara testérii,
consimtamantul informat si testarea de diagnosticare pentru confirmarea unui rezultat de screening de ADN
liber circulant pozitiv.*

Solutia VeriSeq NIPT v2 este un test de diagnosticare neinvaziva in vitro (IVD) care utilizeaza secventierea la
nivelul intregului genom al fragmentelor de ADN liber circulant derivate din probele de sénge integral periferic
matern de la femeiinsarcinate cu véarsta gestationala de cel putin 10 sdptamani. Testul oferd doua optiuni
pentru tipurile de screening: de baza si la nivel de genom. Screeningul de baza furnizeaza informatii privind
starea aneuploidiei doar pentru cromozomii 21, 18, 13, X si Y. Screeningurile la nivel de genom furnizeaza
duplicarile si deletiile partiale pentru toti autozomii si starea aneuploidiei pentru toti cromozomii. Ambele tipuri
de screening ofera optiunea de raportare a aneuploidiei cromozomului sexul (SCA), cu sau fara raportarea
sexului fatului. Optiunea de raportare pentru SCA poate fi dezactivata. Daca optiunea de raportare pentru
SCA este dezactivata, nu se raporteaza nici sexul fatului. Pentru mai multe informatii privind optiunile de
raportare a sexului, consultati Ghid software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document 1000000067940).

Principiile procedurii

Solutia VeriSeq NIPT v2 este o solutie automata pentru testarea NIPT de laborator, care consta din pregatirea
automata a probei si analiza datelor de secventiere. Seturile de pregatire a probelor VeriSeq NIPT sunt reactivi
specializati de unica folosinta, utilizati in asociere cu VeriSeq NIPT Microlab STAR pentru a pregati loturi de 24,
48 sau 96 de probe pentru secventierea de noua generatie. Toate datele de secventiere la ambele capete
pentru genom sunt analizate de un software specializat, software-ul de testare VeriSeq NIPT v2 si se genereaza
un raport care furnizeaza rezultate calitative.

Fluxul de lucru consta din urmatoarele proceduri: colectarea probei, izolarea plasmei, extragerea ADN-ului liber
circulant, pregatirea bibliotecii, cuantificarea bibliotecii, gruparea bibliotecii, secventierea si analiza, prezentate
mai detaliat:

* Colectarea probei-7-10 ml de sange integral periferic matern se colecteaza intr-o eprubeta Streck pentru
recoltarea de sange (BCT) pentru ADN acelular, care previne liza celulei si contaminarea genomica si
stabilizeaza sangele integral.

* lzolarea plasmei-1in decurs de 5 zile de la colectare, plasma este izolata de sangele integral periferic
matern, folosind tehnici de centrifugare standard. VeriSeq NIPT Microlab STAR aspira si dispenseaza
plasma intr-o placa cu godeuri adanci, 96 de godeuri, pentru procesarea ulterioara. in cazulin care este
necesara o noua testare, probele pentru post-procesare se pot astupa din nou cu capacul si depozita la 4°C
pentruinca alte 5 zile (pana la un numar total de 10 zile de la recoltarea de sange).
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fﬂf ATENTIE

Depasirea perioadei de depozitare mentionate anterior poate afecta ratele de esec ale probelor
individuale.

* Extragerea ADN-ului liber circulant — purificarea ADN-ului liber circulant din plasma se realizeaza prin
absorbtia pe o placa de fixare, prin spalarea placii de fixare pentru a indeparta agentii contaminanti si prin
elutie.

* Pregatirea bibliotecii — fragmentele de ADN liber circulant purificat sunt supuse unui proces de reparatie
final pentru a transforma proeminentele 5’ si 3’ in capete boante. Apoi se adauga o nucleotida de
deoxiadenozina la capetele 3’ pentru a crea o proeminenta cu o singura baza. Adaptoarele indexate care
contin o singurd proeminenta pe baza de 3’ deoxitimidind sunt apoi legate la fragmente de ADN liber
circulant procesate. ADN-ul legat este purificat folosind bilele de imobilizare inversa in faza solida. Fiecare
proba dintr-un set de 24, 48 sau 96 primeste un adaptor indexat unic. Adaptoarele servesc urmatoarelor 2
scopuri:

A ATENTIE

Aveti mare grija sa evitati contaminarea incrucisata a indecsilor, ceea ce ar putea duce la rezultate
incorecte.

— Indexarile permit identificarea probei in secventierea ulterioara.
— Adaptoarele de index contin secvente care permit captarea bibliotecii pe o suprafata solida a unei Flow
Cell de secventiere pentru generarea grupului de celule si secventierea ulterioara.
* Cuantificare — produsul Biblioteca este cuantificat folosind o vopsea fluorescenta cu o concentratie
determinata de compararea cu o curba ADN standard.

* Gruparea si secventierea bibliotecii - bibliotecile de probe sunt grupate laolaltd in grupe de 24 sau 48 de
probe in cantitati ajustate, pentru a reduce la minimum diferenta de acoperire. Fiecare grup este apoi
secventiat folosind un sistem de secventiere de noua generatie.

* Solutia VeriSeq NIPT v2 nu include echipamentul de secventiere si consumabile.
* Analiza - pentru fiecare proba, analiza consta din urmatoarele:
— ldentificarea fragmentelor bibliotecii prin secventierea si alinierea indexului pentru citirile cu secventiere
la ambele capete la un genom de referintd uman.
— Estimarea fractiei fetale a bibliotecii prin combinarea informatiilor de la distribuirea ambelor coordonate
de lungime si genomice ale fragmentelor bibliotecii.
— Dupa contorizarea pentru decalajele cunoscute, un model statistic detecteaza regiunile genomului care
sunt sub sau suprareprezentate in biblioteca, intr-o maniera similara unei anomalii la nivelul estimat al
fractiei fetale.

— Raportul NIPT prezintd rezultatele pe scurt pentru meniul de testare selectat, unde se afiseaza
ANOMALY DETECTED (Anomalie detectatd) sau NO ANOMALY DETECTED (Nicio anomalie detectata)
impreuna cu o estimare a fractiei fetale pentru probele care trec de CC.

Nr. document 1000000078751 v08 RON 3din76
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

— Raportul suplimentar prezinta metricile cantitative care caracterizeaza fiecare anomalie detectata.

Limitarile procedurii

Limitele testarii

Dovezile testului care confirma sensibilitatea si specificitate acopera sarcinile cu fat unic si gemelare.
Aceste instructiuni de utilizare nu furnizeaza date privind sensibilitatea si specificitatea pentru tripleti sau
sarcini de ordin superior.

VeriSeq NIPT Solution v2 nu este destinata detectarii poliploidiei, ca, de exemplu, triploidia.

VeriSeq NIPT Solution v2 nu este destinata detectarii rearanjarilor cromozomiale echilibrate.

Pentru test sunt necesare probe de sange integral periferic matern de la femeiinsarcinate, cu varsta
gestationala de cel putin 10 saptamani.

Pentru screeningurile de baza, testul VeriSeq NIPT Solution v2 cauta anomaliile cromozomiale specifice.
Rezultatele raportate drept NO ANOMALY DETECTED (Nicio anomalie detectatad) nu elimina posibilitatea
unor anomalii cromozomiale privind cromozomii testati. Un rezultat negativ nu elimina posibilitatea ca
sarcina sa prezinte alte anomalii cromozomiale, afectiuni generice sau defecte din nastere (de ex., defect de
tub neural deschis).

Pentru screeningurile la nivel de genom, deletiile si duplicarile mari care sunt mai mici de 75% din
dimensiunea cromozomului pot fi elocvente pentru aneuploidie cromozomului complet.

Pentru screeningurile la nivel de genom, anumite zone sunt excluse din analiza. O lista cu astfel de regiuni
excluse este disponibila pe site-ul web de asistenta lllumina. Detectarea anomaliei genomice se efectueaza
doar pe regiunile care nu sunt excluse.

Raportarea sexului fatului nu este disponibila in toate regiunile, datorita reglementarilor locale referitoare la
SEex.

Conform dovezilor din literatura de specialitate, rezultatele screeningului bazat pe ADN liber circulant pot fi
influentate de anumiti factori materni si fetali. In continuare sunt prezentate cateva dintre acestea, lista
nefiind exhaustiva:

— Transfuzie de sdnge recenta la mama

— Transplant anterior de organe sau de celule stem la mama
— Boala autoimuna la mama

— Neoplasme (benigne sau maligne) la mama

— Mozaicism matern

— Variatii ale numarului de copii la mama

— Mozaicism fetoplacental/ mozaicism placental izolat

— Decesul fatului/ sindromul geamanului disparut
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Raportarea VeriSeq NIPT Solution v2

Solutia VeriSeq NIPT v2 este un test de screening si nu trebuie avut in vedere izolat fata de alte rezultate
clinice sirezultate ale testelor. Concluziile privind starea fatului si deciziile privind gestionarea sarcinii nu
trebuie sa se bazeze doar pentru rezultatele screeningului NIPT.

Solutia VeriSeq NIPT v2 ofera raporturi privind urmatoarele:
— Screeningul de baza testeaza suprareprezentarea cromozomilor 13, 18 si 21.

— Screeningul la nivel de genom testeaza sub si suprareprezentarea tuturor autozomilor, inclusiv deletiile
si duplicarile partiale de cel putin 7 Mb.

— Lasarcinile cu fat unic cu Yes (Da) sau SCA selectate drept optiune de raportare a sexului, urmatoarele
anomalii ale cromozomului sexual: XO, XXX, XXY si XYY.

— Lasarcinile cu fat unic cu Yes (Da) selectat drept optiune de raportare a sexului, se raporteaza sexul
fetal.

— Prezenta cromozomului Y la sarcinile gemelare.

Componentele produsului

Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. de componenta 20030577) consta din urmatoarele seturi de pregatire a probelor:

Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT (24 de probe) (nr. de componentd 20025895)
Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT (48 de probe) (nr. de componenta 15066801)
Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT (96 de probe) (nr. de componenta 15066802)

Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. de componenta 20030577) consta din urmatoarele componente software:

Software-ul de testare VeriSeq NIPT v2 (nr. de componentd 20047024), preinstalat pe serverul local
VeriSeq v2.

— Serverul local VeriSeq v2 (nr. de componenta 20028403 sau 20047000) sau un server local VeriSeq
(nr. de componenta 15076164 sau 20016240) existent, caruia i s-a facut upgrade la v2.

Managerul fluxului de lucru VeriSeq NIPT v2 (nr. de componenta 20044988), preinstalat pe VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

— VeriSeq NIPT Microlab STAR (nr. de componentd Hamilton Company Reno:
95475-01 (115 V) si 95475-02 (230 V), Hamilton Company Bonaduz: 806288).

Modulul Local Run Manager al VeriSeq NIPT (nr. de componenta 20044989).
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Reactivi

Reactivi furnizati

illumina

lllumina furnizeaza urmatorii reactivi: Pregatire proba VeriSeq NIPT (24 de probe) (nr. de componenta
20025895), Pregatire proba VeriSeq NIPT (48 de probe) (nr. de componentd 15066801) si Pregatire proba
VeriSeq NIPT (96 de probe) (nr. de componenta 15066802). Seturile de pregatire a probelor VeriSeq NIPT sunt
configurate pentru a fi utilizate cu VeriSeq NIPT Microlab STAR (ML STAR) (nr. de componenta 95475-01,
95475-02 sau 806288), care este furnizat de Hamilton Company.

Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT, Cutie de extragere

Tabelul 1 Cutie de extragere VeriSeq NIPT (24) si (48), nr. de componenta 20025869 si 15066803

Numele Numarul de
reactivului de pe recipiente
eticheta din set
Solutie tampon de 1

liza

Solutie tampon de 1
spalare |

Solutie tampon de 1
spalare ll

Solutie tampon de 1
elutie

Solutie tampon de 1
proteinaza

Proteinaza K 3

Ingrediente active

Clorhidrat de guanidind in solutie apoasa
tamponata

Clorhidrat de guanidina si 2-propanol in
solutie apoasa tamponata

Solutie apoasa tamponata care contine
saruri
Solutie apoasa tamponata

Glicerol in solutie apoasa tamponata

Proteinaza K liofilizata

Tabelul 2 Cutie extragere VeriSeq NIPT (96), nr. de componenta 15066807

Numele Numarul de
reactivului de pe recipiente
eticheta din set
Solutie tampon de 1

liza

Solutie tampon de 1
spalare |

Nr. document 1000000078751 v08 RON

Ingrediente active

Clorhidrat de guanidina in solutie apoasa
tamponata

Clorhidrat de guanidina si 2-propanol in
solutie apoasa tamponata
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Depozitare

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

Depozitare

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C
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Numele
reactivului de pe
eticheta

Solutie tampon de
spalare ll

Solutie tampon de
elutie

Solutie tampon de
proteinaza

Proteinaza K

Numarul de
recipiente
din set

2

4

Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata care contine
saruri

Solutie apoasa tamponata

Glicerol in solutie apoasa tamponata

Proteinaza K liofilizata

illumina

Depozitare

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

intre 15°C si 30°C

Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT, Cutie de pregatire a bibliotecii

Tabelul 3 Cutie de pregatire a bibliotecii VeriSeq NIPT (24) si (48), nr. de componenta 20026030 si

15066809

Numele
reactivului de pe
eticheta

Amestec de
reparare capat

Amestec de
poliadenilare

Amestec de
legare

Solutie tampon de
hibridizare

Placa adaptor
ADN NIPT

Numarul de
recipiente
din set

1

Ingrediente active

Polimeraza ADN si dNTP-uri in solutie
apoasa tamponata

Polimeraza ADN si dATP in solutie apoasa
tamponata

Ligaza ADN in solutie apoasa tamponata

Solutie apoasa tamponata

Oligonucleotide Tn solutie apoasa
tamponata

Depozitare

intre -25°C si-15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si-15°C

Tabelul 4 Cutie de pregatire a bibliotecii VeriSeq NIPT (96), nr. de componentd 15066810

Numele
reactivului de pe
eticheta

Amestec de
reparare capat

Amestec de
poliadenilare

Nr. document 1000000078751 v08 RON

Numarul de

recipiente
din set

1

Ingrediente active

Polimeraza ADN si dNTP-uri in solutie
apoasa tamponata

Polimeraza ADN si dATP in solutie apoasa
tamponata
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Depozitare

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si-15°C
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Numele Numarul de

reactivului de pe recipiente Ingrediente active Depozitare
eticheta din set

Amestec de 2 Ligaza ADN in solutie apoasa tamponata intre -25°C si -15°C
legare

Solutie tampon de 1 Solutie apoasa tamponata intre -25°C si -15°C
hibridizare

Placa adaptor 1 Oligonucleotide Tn solutie apoasa intre -25°C si-15°C
ADN NIPT tamponata

Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT, Cutie accesorii

Tabelul 5 Cutie accesorii VeriSeq NIPT, nr. de componenta 15066811

Numele Numarul de

reactivului de pe recipiente Ingrediente active Depozitare
eticheta din set

Placa de fixare a 1 Microplacd de propilena cu membrand de  intre 2°C si 8°C
ADN-ului silicon modificata

Solutie tampon de 1 Solutie apoasa tamponata intre 2°C si 8°C

resuspensie

Bile de purificare 1 Bile paramagnetice in faza solida in solutie  intre 2°C si 8°C
proba apoasa tamponata

Reactiv de 1 Vopsea de intercalare ADN in DMSO intre 2°C si 8°C
cuantificare ADN

Standard de 1 Standard ADNds, ADN nespecific siazidd  intre 2°C si 8°C
cuantificare ADN de sodiu Tn solutie apoasa tamponata

Pregatirea probelor pentru VeriSeq NIPT, Eprubete si etichete pentru fluxul de
lucru

Tabelul 6 Eprubete si etichete pentru fluxul de lucru, nr. de componenta 15071543

Numarul de articole din

Numele articolului de pe eticheta - Depozitare

Eticheta (LBL) - cod de bare placa 9 intre 15°C si 30°C
Eticheta (LBL) - cod de bare placa cu godeuri 12 intre 15°C si 30°C

adanci

Eprubeta (TB) — eprubeta de grupare goala 5 intre 15°C si 30°C
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Reactivi nefurnizati

Reactivi obligatorii, nefurnizati

Reactivii de secventiere si consumabilele necesare pentru sistemul de secventiere de noud generatie (NGS)
Apa fara DNaza/RNaza autorizata

Etanol, 100% (tarie normala 200) pentru biologie moleculara

NOTA Etanolul inadecvat pentru biologie moleculara poate afecta negativ performanta testarii.

Reactivi optionali, nefurnizati

Solutia salind tamponata cu fosfat Dulbecco (DPBS) pentru controlul fard sablon (NTC)

Depozitare si manipulare

Temperatura camerei este definita ca fiind intervalul dintre 15°C si 30°C.
Toti reactivii sunt de unica folosinta. Dupa ce reactivii sunt pregatiti de utilizare, trebuie folositi imediat.

Daca orice ambalaj sau continut al componentelor pentru Solutia VeriSeq NIPT este deteriorat sau
compromis, luati legatura cu departamentul de Asistentd clienti lllumina.

Reactivii sunt stabili cand sunt depozitati conform indicatiilor pana la data de valabilitate specificata pe
etichetele seturilor. Pentru a vedea conditiile de depozitare, consultati coloana Depozitare din tabelele
pentru Reactivila pagina 6. A nu se utiliza reactivi expirati.

Modificarile aspectului fizic al reactivilor furnizati pot indica deteriorarea materialelor. Daca apar modificari
ale aspectului fizic (ca, de exemplu modificari evidente ale culorii reactivilor sau tulburare vizibila la
contaminarea microbianad), nu folositi reactivii.

Respectati urmatoarele cele mai bune practici atunci cdnd manevrati bilele de purificare proba:
* Nu congelati niciodata bilele.
* Lasatibilele sa ajunga la temperatura camereiinainte de utilizare.
* Chiarinainte de utilizare, agitati bilele pana cand sunt corect suspendate si culoarea pare omogena.

Solutia tampon de liza, solutia tampon de spalare |, solutia tampon de spalare II, solutia tampon de elutie si
solutia tampon de proteinaza pot forma precipitate sau cristale vizibile. inainte de utilizare, agitati puternic si
apoi inspectati vizual pentru a va asigura ca nu prezinta precipitat.

Nu congelati niciodata sangele integral dupa recoltare.

Secventiati bibliotecile cat mai curand posibil dupa grupare. Bibliotecile grupate sunt stabile timp de pana la
sapte zile la temperaturi cuprinse intre -25°C si-15°C. Nu este necesara nicio denaturare suplimentara daca
sunt depozitate aceasta perioada in conditiile respective.
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Echipamente si materiale

illumina

Echipamentele si materialele obligatorii, nefurnizate

Echipamente necesare, nefurnizate

Echipament

Un sistem de secventiere din noua generatie

(NGS) cu urmatoarele functii:

» Secventiere la ambele capete de 2 x 36 bp

o Compatibil cu adaptoarele cu index dublu
pentru pregatirea probelor pentru VeriSeq
NIPT

» Realizare automata de fisiere BCL

e Chimie pe doua canale

» 400 de milioane de citiri cu secventiere la
ambele capete per rulare

o Compatibil cu Software-ul de testare
VeriSeq NIPT v2 sau sistemul de
secventiere NextSeq 550Dx

Congelator, intre -25°C si -15°C
Microcentrifuga

Dispozitiv pentru pipeta
Frigider, intre 2°C si 8°C

Pipete monocanal de 20 i
Pipete monocanal de 200 I
Pipete monocanal de 1000 pl
Agitator

Furnizor

Furnizorul instrumentului sau lllumina, nr. de componenta

20005715

Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare

Furnizor general pentru laboratoare

Ansamblu centrifuga si rotor pentru eprubete de recoltare a sangelui

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

Echipament

Echivalente:

Centrifuga cu racire, capabild de 1600 x g
cu optiune fara franare

Rotor cu cupe articulate, cu cupe

Insertii cupe, cu capacitate de 24, 48 sau
96 de eprubete, adancime minima 76 mm
Adaptoare pentru insertii destinate sa
sustind eprubete de recoltare a sédngelui
de 16 x 100 mm

Recomandate:

Ansamblu centrifuga si rotor pentru microplaci

Centrifuga Allegra seria X12R, 1600 g
Rotor de centrifuga Allegra GH-3.8 cu
cupe

Capace de cupe pentru centrifuga Allegra,
set de doua

Ansamblu adaptoare pentru centrifuga
Allegra, 16 mm, set de patru

Echivalente:

Centrifuga capabila de 5600 x g

Rotor cu placi articulate, cu suporturi de
placa cu 96 de godeuri, adancime minima
de 76,5 mm

Multifuge X4 Pro-MD 120V TX-1000BT
Centrifuga Sorvall Legend XTR

Rotor pentru microplaci HIGHPIate 6000
Rotor High Plate 6000

Baza de sustinere pentru microplaci

+ Recomandate:
» Baza de sustinere MicroAmp cu 96

de godeuri
e Suport placa PCR cu 96 de godeuri

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Furnizor

Furnizor general pentru laboratoare

Beckman Coulter, nr. articol 392304 (120 V sau 230 V)
Beckman Coulter, nr. articol 369704
Beckman Coulter, nr. articol 392805

Beckman Coulter, nr. articol 359150

Furnizor general pentru laboratoare

Thermo Scientific VWR, nr. de catalog 76326-254

Thermo Fisher Scientific, nr. de catalog 75004521 (120 V) sau
nr. de catalog 75004520 (230 V)

Thermo Fisher Scientific, nr. de catalog 75003606

Thermo Scientific VWR nr. de catalog 97040-244

Thermo Fisher Scientific, nr. de catalog 4379590
Thermo Fisher Scientific, nr. de catalog AB-0563/1000
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Echipament Furnizor

Unul dintre urmatoarele cititoare de
microplaci (fluorometru) sau unul echivalent,

cu SoftMax Pro v6.2.2 sau o versiune
ulterioars: Dispozitive moleculare, nr. de componenta XPS

o Gemini XPS Dispozitive moleculare, nr. de componenta M2, M3, M4 si M5
e SpectraMax M2, M3, M4 si M5
« Cititorul de microplaci include si un
insert mov pentru a fi utilizat in cazul

procesului
USB de mare viteza SpectraMax, cablu Dispozitive moleculare, nr. de componenta 9000-0938
adaptor
Termociclor cu urmatoarele specificatii: Furnizor general pentru laboratoare

o Capacincalzit

e interval de temperaturd de la 4°C la 98°C

e precizia temperaturii £2°C

 viteza de crestere minima de 2°C pe
secunda

+ Compatibil cu placa cu 96 de godeuri
Twin.tec PCR, cu manta completa

VeriSeq NIPT Microlab STAR Hamilton, nr. de componenta 95475-01 (115 V), nr. de
componenta 95475-02 (230 V) sau nr. de componenta
806288 (pentru Hamilton Company Bonaduz)

Serverul local VeriSeq v2 sau un server local Illumina, nr. de componentd 20028403 sau 20047000 (v2)
VeriSeq caruia i s-a facut upgrade sau 15076164 sau 20016240 (cu upgrade efectuat)

Daca se utilizeaza un sistem de secventiere
NextSeq 550Dx: [llumina, nr. de componenta 20028870
* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit

v2.5 (75 de cicluri)

Echipamente optionale, nefurnizate

Echipament Furnizor

Sistem de scoatere a capacelor Pluggo LGP Consulting, nr. de componenta 4600 4450

Placa de validare cu fluorescenta SpectraMax Dispozitive moleculare, nr. de componenta

SpectraTest FL1 0200-5060

Rotator/rasucitor pentru eprubete, eprubete de Thermo Scientific, nr. catalog 88881001 (SUA) sau

15 ml, 40 rpm, 100-240 V nr. catalog 88881002 (UE)
Nr. document 1000000078751 v08 RON 12din 76

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2

Materiale obligatorii, nefurnizate

Consumabil

Varfuri de filtru nesteril conductoare de 1000 p
Varfuri de filtru nesteril conductoare de 300 pl
Varfuri de filtru nesteril conductoare de 50 pl

Rezervor pentru godeuri adanci cu urmatoarele specificatii:

o Format de microplaca SLAS 1-2004 cu 96 de godeuri
piramidale sau conice pe suprafata inferioara si o
capacitate minima de 240 ml.

 Polipropilena cu preferinta pentru o fixare redusa a
ADN-ului pentru toate suprafetele de contact cu probele.

» Dimensiunile interioare (nivelul de lichid) sunt compatibile
Cu aspirarea automata si cu pasii de dispensare ai VeriSeq
NIPT Microlab STAR.

« Inaltimea este compatibil& cu miscarile automate ale
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Baie de reactiv cu urmatoarele specificatii:

o Eprubeta care intra fix, dar nu fortat, in suportul VeriSeq
NIPT Microlab STAR, avénd baza in forma conicé si o
capacitate minima de 20 ml.

» Polipropilena care nu contine RNaza/DNaza.

» Dimensiunile interioare (nivelul de lichid) sunt compatibile
cu aspirarea automata si cu pasii de dispensare ai VeriSeq
NIPT Microlab STAR.

« Inaltimea este compatibil& cu miscarile automate ale
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Furnizor

Hamilton, nr. de componenta 235905
Hamilton, nr. de componenta 235903
Hamilton, nr. de componentd 235948

Furnizor general pentru laboratoare

Rezervoare compatibile:

e Corning Axygen, nr. de produs
RES-SW96-HP-SI

« Agilent, nr. de produs 201246-100

Furnizor general pentru laboratoare

Bai compatibile:
» Roche, nr. de produs 03004058001

illumina
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Consumabil

Placi cu godeuri adanci cu urmatoarele specificatii:

» Format de microplaca SLAS 1-2004, 3-2004 si 4-2004 cu
96 de godeuri piramidale sau conice pe suprafata
inferioara si o capacitate minima a godeurilor de 2 ml.
Polipropilena translucida cu preferintd pentru o fixare
redusa a ADN-ului pentru toate suprafetele de contact cu
probele.

Datorita dimensiunilor godeurilor, nivelul de lichid este
compatibil cu etapele de aspirare automata si de dozare
ale VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Mantaua placii permite lipirea codurilor de bare ale placii
in pozitia doritd, asigurand o lipire sigura, pe o suprafata
plana.

Cadrul rezistent la torsiune are capacitatea de a sustine
minimum 5600 x g.

Inaltimea placii este compatibil4 cu miscérile automate ale
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Placi cu 384 de godeuri cu urmatoarele specificatii:

» Microplaca cu 384 de godeuri, optimizata pentru volume
mici, cu o capacitate minima a godeurilor de 50 pl.
Polistiren opac negru cu blocare a luminii si cu fixare
redusa a ADN-ului pentru toate suprafetele de contact cu
probele.

Datorita dimensiunilor godeurilor, nivelurile de lichid sunt
compatibile cu etapele de aspirare automata si de dozare
ale VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Inaltimea placii este compatibild cu miscarile automate ale
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Mantaua placii permite lipirea codurilor de bare ale placii
in pozitia doritd, asigurand o lipire sigura, pe o suprafata
plana.

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Furnizor

Furnizor general pentru laboratoare

Placi compatibile:

o Eppendorf, nr. de componenta
0030505301

o Eppendorf, nr. de componenta
30502302

» USA Scientific, nr. de componenta
1896-2000

Furnizor general pentru laboratoare

Placi compatibile:
« Corning, nr. de produs 3820

illumina
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Consumabil

Placi cu 96 de godeuri cu urmatoarele specificatii:

Microplaca cu un cadru rezistent la torsiune, puténd
sustine minimum 5600 x g si 96 de godeuri translucide cu
baza conica, margini Tnaltate si cu o capacitate minima a
godeurilor de 150 l.

Polipropilena care nu contine RNaza/DNaz3 si cu o fixare
redusa a ADN-ului pentru toate suprafetele de contact cu
probele.

Datorita dimensiunilor godeurilor, nivelurile de lichid sunt
compatibile cu etapele de aspirare automata si de dozare
ale VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Inaltimea placii este compatibil4 cu miscérile automate ale
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Mantaua placii permite lipirea codurilor de bare ale placii
in pozitia dorita, asigurand o lipire sigura, pe o suprafata
plana.

Compatibila cu termocicloarele pentru denaturare.

Unul dintre urmatoarele sigilii:

Folie ,F” Microseal
Folii de sigilare

CE BCT ADN acelular (Cell-Free DNA BCT CE)

Capace cu presiune

Eprubete de 2 ml cu capac insurubat

Varfuri de filtru de 20 pl pentru pipetor de 20 pl

Varfuri de filtru de 200 ul pentru pipetor de 200 pl

Varfuri de filtru de 1000 pl pentru pipetor de 1000 pl

Echivalente:

Un spray dezinfectant rapid pe baza de alcool
O solutie de detergent dezinfectant

Recomandate:

Apa deionizata si etanol 70%

illumina

Furnizor

Furnizor general pentru laboratoare

Placi compatibile:

o Eppendorf, nr. de componenta
0030129512

o Eppendorf, nr. de componenta
30129580

o Eppendorf, nr. de componenta
30129598

» Eppendorf, nr. de componenta
30129660

« Eppendorf, nr. de componenta
30129679

» BioRad, nr. de componenta HSP9601

Bio-Rad, nr. catalog MSF1001
Beckman Coulter, nr. articol 538619

Streck, nr. catalog 218997
Sarstedt, nr. de comanda 65.802
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare
Furnizor general pentru laboratoare

Furnizor general pentru laboratoare

Materiale optionale, nefurnizate

Consumabil

Solutia salina tamponata cu fosfat Dulbecco (DPBS)
pentru controlul fara sablon (NTC)

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Furnizor

Furnizor general pentru laboratoare
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Consumabil Furnizor

Eprubetd, capac insurubat, 10 ml (doar pentru probele Sarstedt, nr. de comanda 60.551

de control)

Eprubetd, capac insurubat, 50 ml Furnizor general pentru laboratoare
Pipete serologice de 25 ml Furnizor general pentru laboratoare
Pipete serologice de 10 ml Furnizor general pentru laboratoare

Colectarea, transportul si depozitarea probei

A ATENTIE

Manevrati toate probele ca si cum ar fi agenti cu potential infectios.

* Probele de sange integral de 7-10 ml trebuie colectate in BCT de ADN acelular Streck.

* Transportarea sangelui integral trebuie sa fie in conformitate cu toate reglementarile guvernamentale in
vigoare privind transportul de agenti etiologici. Se recomanda metode de expediere/transport rapide.

* Intimpul transportului, depozitati la temperaturi intre 4°C si 30°C. Dup4 ce se primesc probele, depozitati-le
intre 2°C si 8°C pana cand sunt gata de procesat. Intervalul dintre recoltarea de sénge si izolarea plasmei
initiale nu trebuie sa depdseasca 5 zile.

* Incazulin care este necesard o nou testare, probele pentru post-procesare se pot astupa din nou cu
capacul si depozita la 4°C pentru inca alte 5 zile (pana la un numar total de 10 zile de la recoltarea de
sange).

A ATENTIE

Depasirea perioadei de depozitare mentionate anterior poate afecta ratele de esec ale probelor
individuale.

Avertizari si precautii

* Acest test contine proteinaza K. Se pot produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea
si contact cu ochii. Utilizati intr-o zona bine ventilata, purtati haine de protectie, evitati inspirarea prafului si
eliminati orice recipiente si continut neutilizat in conformitate cu standardele de siguranta guvernamentale
in vigoare.

* Acest test contine clorura de guanidiniu. Se pot produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact
cu pielea si contact cu ochii. Utilizati intr-o zona bine ventilatd, purtati haine de protectie si eliminati orice
recipiente si continut neutilizat in conformitate cu standardele de sigurantd guvernamentale locale in
vigoare.
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* Acest test contine 2-propanol, o substanta chimica inflamabild. A se pastra departe de caldura si flacara
deschisa. Se pot produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii.
Utilizati intr-o zona bine ventilata, purtati haine de protectie si eliminati orice recipiente si continut neutilizat
in conformitate cu standardele de siguranta guvernamentale locale in vigoare.

* Acest test contine sulfoxid de dimetil, un lichid coroziv si combustibil. Se pot produce vatamari corporale
prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Utilizati intr-o zona bine ventilatd, purtati haine
de protectie si eliminati orice recipiente si continut neutilizat in conformitate cu standardele de siguranta
guvernamentale locale in vigoare.

* Pentru aimpiedica formarea de gaze nocive, nu eliminati deseurile de la extragerea ADN-ului liber circulant
(contin clorhidrat de guanidind) impreuna cu deseurile care contin inalbitor (hipoclorit de sodiu).

* Manevrati toate probele ca si cum ar contine agenti cu potential infectios.
* Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu méancati,
nu beti si nu fumatiin spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si halate de laborator

atunci cand manipulati specimene si reactivi pentru testare. Dupa ce manipulati specimene si reactivi pentru
teste, spalati-va temeinic pe maini.

* Nu utilizati nicio componenta a testelor care a depasit perioada de valabilitate prezentata pe eticheta cutiei
pentru test. Nu interschimbati componentele pentru test din diferite loturi de testare. Loturile de testare

sunt identificate pe eticheta cutiei pentru test. Depozitati componentele de testare la temperatura
specificata.

* Pentru aimpiedica degradarea probei sau a reactivului, asigurati-va ca toti vaporii de hipoclorit de sodiu de
la curatare s-au disipat complet ihainte de a incepe protocolul.

* Nerespectarea procedurilor mentionate poate duce la rezultate gresite sau la reducerea semnificativa a
calitatii probelor.

* Raportati imediat orice incidente grave Tn legatura cu acest produs catre lllumina si autoritatile competente
ale statelor membre in care sunt rezidenti utilizatorul si pacientul.

* Pentru informatii privind mediul, sdnatatea si siguranta, consultati fisele cu date de securitate (SDS) la
adresa support.illumina.com/sds.html.

Note procedurale

ol

Evitarea contaminarii

* Utilizati varfuri noi si articole de laborator consumabile noi.

* Utilizati varfuri rezistente la aerosoli pentru a reduce riscul de transfer si contaminarea incrucisata de la o
proba la alta.

* Dat fiind potentialul de contaminare, fiti extrem de atenti pentru a va asigura ca intregul continut raméane in
totalitate in godeu. Nu varsati stropi din continut. Centrifugati respectand orice pas privind agitarea.
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* Urmatireglementarile de baza aplicabile pentru bunele practici de laborator siigiena atunci cdnd manevrati
sange si derivate din sdnge.

* Nu utilizati spray-uri de decolorare cu aerosoli atunci cand efectuati pregatirea bibliotecii. Contaminarea cu
decolorant a urmei poate duce la esuarea testului.

* Atunci cand desigilati placa, aveti griji s& o asezati pe o suprafaté fix4 si plana, apucand-o ferm. indepértati
incet folia de sigilare, asigurandu-va ca aceasta nu intrd in contact cu godeurile expuse. Aveti grija sa nu
atingeti godeurile expuse si sa nu agitati continutul. Contaminarea incrucisata godeu-godeu poate conduce
la rezultate incorecte.

Curatarea platformei VeriSeq NIPT Microlab STAR

* TInainte de utilizare, inspectati platforma s& vedeti dac4 este curaté. Cel putin o data pe sdptamana, efectuati
intretinerea saptamanala si respectati aceste instructiuni de curatare.

* Indepartati toate suporturile care nu pot fi incércate si curatati cu un spray dezinfectant rapid pe bazé de
alcool, apa deionizata si etanol 70% si lasati-le sa se usuce. Daca sunt foarte murdare, imersati-le apoi intr-o
solutie de detergent dezinfectant, clatiti cu dezinfectant pe baza de alcool si lasati-le sa se usuce.

* Deschideti capacul frontal si stergeti platforma cu o bucatd de material inmuiata in apa deionizata si etanol
70%. Asigurati-va ca in special blocurile laterale sunt curate.

* Scoateti colectorul Sistemului de vidare de baza (Basic Vacuum System - BVS) si curatati colectorul,
garnitura si compartimentele interioare ale BVS cu laveta. Evitati curdtarea garniturii cu etanol, deoarece
materialul poate deveni friabil.

* Goliti resturile din varf pentru CORE cu 96 de capete si canalul independent.

* Indepértati placa de scoatere a varfurilor din canalul independent de la unitatea deseuri varfuri si curatati-o:
pulverizati apa deionizata si etanol 70% direct pe suprafata si stergeti. Trageti o punga noua de plastic
peste cadru si prindeti-o. Puneti placa de scoatere pentru varfuri curata ihapoi in pozitie.

* Pulverizati apa deionizata si etanol 70% direct pe suprafata cutiei si toboganului de deseuri CORE cu 96 de
capete si stergeti.

— Daca acumularea de reziduuri este dificil de indepartat de pe deseurile pentru varfuri, stergeti-o cu o
lavetd umezita cu apa fara DNaza/RNaza pana la eliminarea acumularii de resturi. Eliminati laveta in mod
corespunzator. Continuati cu sterilizarea cu dezinfectant pe baza de alcool.

* Umeziti o laveta fara scame sau un tampon de bumbac cu etanol 70%. Tamponati fereastra scanerului laser
de la cititorul de coduri de bare. Folosind aceeasi laveta sau acelasi tampon, curatati fiecare godeu de la
adaptorul de placa CPAC. Daca utilizati o laveta, presati laveta in fiecare godeu al adaptorului, folosind
partea din spate a unui creion, pentru a va asigura ca interiorul godeului este curatat corect.

* Curatati canalele independente:

— Pe canalele independente, curatati mansonul de scoatere a varfurilor (partea exterioara a canalelor
pentru extragerea cu pipeta) cu o laveta care nu lasa scame imbibata cu apa deionizata si etanol 70%.
(Consultati Ghidul de referintd Hamilton Microlab STAR nr. 15070074.)
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— Curatati discul de oprire si garniturile inelare ale capatului pentru extragere cu pipeta (partea exterioara
a canalelor pentru extragerea cu pipeta) cu o laveta care nu lasa scame imbibata cu apa deionizata si
etanol 70%.

* Curatati CORE cu 96 de capete:

— Utilizdnd aceeasi laveta care nu lasa scame imbibata cu apa deionizata si etanol 70%, curatati carcasa
celor 96 de capete si partea inferioara a discurilor de oprire.

— Utilizand aceeasi laveta sau o bucata de material imbibata cu apa deionizata si etanol 70%, stergeti
lateralele canalelor pentru extragerea cu pipeta de la cele 96 de capete, pentru a curadta garniturile
inelare. Repetati aceasta procedura pentru fiecare canal pentru extragerea cu pipeta de la cele 96 de
capete.

* Pulverizati capacul frontal si cel lateral cu apa dezionizatd si etanol 70% si stergeti-le cu o laveta uscata.

* Curatati panglica de protectie pentruincarcarea automata cu o laveta imbibata in apa deionizata si etanol
70% si stergeti fara a aplica presiune.

* Cand platforma si componentele sunt complet uscate, inlocuiti suporturile.

NOTA Curétarea siintretinerea incorecte ale ML STAR pot determina contaminarea incrucisat si
performanta nesatisfacatoare a testului.

bl

Controlul calitatii

Materialul de control cu caracteristici de performanta cunoscute poate fi evaluat pentru a detecta diferentele
privind procesarea si procedurile tehnice din laborator.

Rularea unei probe de control sau control fara sablon reduce numarul total de probe materne necunoscute care
pot fi procesate cu fiecare pregatire a probelor.

Nu depasiti cele doua probe NTC per lot de 24 sau 48 de probe sau cele patru probe NTC per lot de 96 de
probe.

Instructiuni de utilizare

Sfaturi si tehnici

Daca in protocol nu se specifica un punct de oprire n siguranta, continuati imediat cu pasul urmator.

Aplicarea codurilor de bare pe placi
* Codurile de bare pentru placile cu manta completa incep cu PL.

* Codurile de bare pentru placile cu godeuri adanciincep cu DW.
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Aplicati codurile de bare pe placile cu manta completa si placile cu godeuri adanci pe partea de langa
coloana 12.

Tncérca’,{i placile cu codul de bare spre dreapta pentru a permite scanarea automata.

Sigilarea si desigilarea placii

Aveti mare grija sa evitati contaminarea incrucisatd; nu trebuie sa existe urme vizibile de lichid pe partea
inferioara a foliei de sigilare.

— Asigurati-va ca partea inferioara expusa a foliei de sigilare nu intra Th contact cu godeurile expuse.

— Aveti grija sa nu atingeti godeurile expuse.

Sigilati intotdeauna placa cu 96 de godeuriinaintea urmatorilor pasi din protocol:

— Pasii de centrifugare

— Pasii pentru ciclul termic

Pentru a sigila placa, aplicati folia de sigilare pe placd, apoi etansati. Asigurati-va ca presiunea este aplicata
pe intreaga placa si ca sigiliul este fix pe fiecare godeu in parte.

Inainte de a desigila placa, efectuati urmatoarele:

— Centrifugati scurt placa cu 96 de godeurila 1000 x g timp de 20 de secunde.

— Asezati placa pe o suprafata plana, apoi indepartati incet sigiliul.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Tnainte de utilizare, efectuati si documentati intretinerea necesar4, in conformitate cu instructiunile
producatorului.

Observati ML STAR in timpul etapelor automate. Monitorizati interfata cu software-ul Managerul fluxului de
lucru VeriSeq NIPT v2 ca sa vedeti solicitarile si instructiunile pentru operator.

Nu modificati locul capacului frontal in timpul functionarii.
Tineti platforma curata, fara alte elemente in timpul functionarii.

n cazul'in care vi se prezinta butonul Exclude (Excludere) in timpul unui eveniment de gestionare a erorilor,
evitati sub orice forma s& alegeti aceastd optiune. in cazul in care procesul nu poate trece de evenimentul
de gestionare a erorilor si aveti optiuni limitate de gestionare a acestora, intrerupeti procesul.

in timpul pasilor de aspiratie a placii, daca solicitd Managerul fluxului de lucru VeriSeq NIPT v2, ajutati
manual la formarea sigiliului intre placa si colectorul de vid.

Lasati sistemul sa elimine automat vérfurile din adaptor. Nu indepdrtati manual vérfurile daca software-ul nu
solicitd acest lucru.

Eliminati reactivii consumati si consumabilele utilizate, asa cum va cere Managerul fluxului de lucru.

Goliti zilnic baloanele de sticla pentru reziduurile aspirate. Primul balon de sticla nu trebuie sa fie niciodata
peste 2 plin. Supraplinul de deseuri aspirate poate afecta pompa de vidare si reduce vidul aplicat de sistem.

Inainte de inceperea procesului, pentru loturile de 24, 48 si 96 de probe, incércati o stivd complets de
varfuri cu 8 canale numarate individual.
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Procesarea probelor

Procedura

Finalizati urmatoarele etape pentru fiecare parte alicota:
a. Centrifugati probele cu cod de bare la 1600 x g timp de 10 minute la 4°C cu fréna oprita.

b. Atuncicénd centrifuga se opreste complet, scoateti eprubetele.
Dupa centrifugare, incepeti izolarea plasmei in decurs de 15 minute. Daca trec mai mult de 15 minute,
centrifugati din nou.

Verificati fiecare eprubeta pentru a va asigura ca proba este adecvata, verificand urmatoarele cerinte:

* Volumul probei este cel preconizat.

* Dupa centrifugare, este vizibila o delimitare clara intre straturile de globule rosii si de plasma din probe.
* Nivelul plasmei este cu cel putin 1,5 ml deasupra peliculei leucocitare.

* Proba nu este hemolizata excesiv (adica plasma nu are culoarea rosu-inchis).

* Proba nu este lipemica (adica plasma nu are un aspect alb tulbure sau opac laptos).

* Proba nu prezinta coagulari.

A ATENTIE

Probele care au fost depozitate sau manevrate necorespunzator pot deveni neadecvate. Daca
probe necorespunzatoare sunt procesate prin fluxul de lucru, acestea pot infunda placa de fixare
in timpul extragerilor si cauza deversarea probelor in godeurile aldturate.

Scoateti capacele eprubetelor siincércati eprubetele in suporturile pentru eprubete. Incarcati toate probele
si orice elemente de control al plasmei pentru lot.

A ATENTIE

Daca in timpul unui eveniment de gestionare a erorilor, va apare optiunea Exclude (Excludeti), nu o
selectati. in cazul in care procesul nu poate trece de evenimentul de gestionare a erorilor si aveti
optiuni limitate de gestionare a acestora, intrerupeti procesul.

Izolarea plasmei

Pregatirea

1.

Etichetati 1 placa cu godeuri adanci cu Plasma intermediara si aplicati un cod de bare.

2. Etichetati 1 placa cu godeuri adanci cu Plasma finala si aplicati un cod de bare.

3. Tnainte de inceperea procesului, pentru loturile de 24, 48 si 96 de probe, incarcati o stivd complets de
varfuri cu 8 canale numarate individual.
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A ATENTIE

Asigurati-va ca folositi tipul de placa corect pentru placile pentru Plasma intermediara si pentru
Plasma finala. Utilizarea unui rezervor pentru godeuri adanci in locul unei placi cu godeuri adanci
duce la amestecarea probelor si poate determina rezultate incorecte.

Procedura

1. Deschideti AppLauncher si selectati VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT).

2. Introducetiun ID de lot unic si numele de utilizator, apoi selectati OK.
ID-ul de lot poate contine = 26 caractere. Puteti utiliza doar cifre, litere, caractere de subliniere (_) sau liniute
(-). De exemplu: 2025-10-16_Batch3.
ID-ul de lot nu face diferenta intre minuscule si majuscule. ID-urile de lot care fac diferenta intre minuscule si
majuscule nu sunt considerate ca fiind unice.
Numele loturile trebuie sa fie unice, iar acestea nu trebuie sa difere doar prin tipul literelor folosite
(majuscule/minuscule). De exemplu, numele de lot Lot01 silot01 nu sunt unice. Aceasta regula se aplica si
ID-urilor probelor.
Selectati New Batch (Lot nou).

4. Dupa initiere, selectati OK pentru a incepe izolarea plasmei.
Efectuati unul dintre urmatorii pasi:
* Pentruaincarca o fisa de proba existenta, selectati fisa de proba asociata lotului, apoi selectati OK.

* Pentru a continua fara sa selectati o fisa de proba, selectati No Sample Sheet (Fara fisa de proba).
Pentru informatii privind crearea unei fise de proba, consultati Ghidul software pentru Solutia VeriSeq NIPT
v2 (nr. document 1000000067940).

NOTA Tipul de prob4, f4t unic sau gemeni, trebuie inregistrat cu precizie pentru fiecare prob4, pentru a
se asigura analiza corecta a datelor. Daca alegeti No Sample Sheet (Fara fisa de proba),
asigurati-va ca ati setat valorile de proba implicite in instrumentele de service Manager flux de
lucru. Pentru mai multe informatii, consultati Ghid software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr.
document 1000000067940).

6. Selectati dimensiunea lotului, apoi selectati OK.

Selectati numarul de controale fara sablon (NTC-uri), apoi selectati OK.
Locasurile NTC sunt intotdeauna ultimele locasuri selectate. De exemplu, cu doud NTC-uriintr-o rulare cu
24 de probe, pozitiile 23 si 24 sunt NTC-uri.
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8. Confirmati ca toate codurile de bare sunt atasate, apoi incarcati probele, véarfurile si placile (cu codul de
bare orientat spre dreapta) pe suport.

9. Selectati OK dupa fiecare solicitare de incarcare.

Dimensiunea

Suport Pozitia
lotului de p Urma Articol ZI'! .
Tip locatiei
probe
24,48, 96 Varfdrept 7-12  Varfuride 1000 pl 5
Varfuri de 1000 pl (lot doar de 96) 4,5
Eprubeta 15 Eprubete pregatite pentru probe de sange 1-24 1-24

(pentru toate dimensiunile de lot)

Eprubeta 16 Eprubete pregatite pentru probe de sange 25-48 25-48
(doar pentru dimensiunea de lot 48 si 96)

Eprubeta 17 Eprubete pregatite pentru probe de sange 49-72 49-72
(doar pentru dimensiunea de lot 96)

Eprubeta 18 Eprubete pregatite pentru probe de sange 73-96 73-96
(doar pentru dimensiunea de lot 96)

Multiflex  19-24  Placa goala cu godeuri adanci, plasma finala - cu 4
cod de bare
Multiflex  19-24  Placa goala cu godeuri adanci, plasma 5

intermediara - cu cod de bare

Reactiv 47 [Optional] Solutia salind tamponata cu fosfat 5
Dulbecco (DPBS) - utilizata pentru controlul fara
sablon (NTC)
10. Asigurati-va ca suporturile, echipamentele de laborator si reactivii sunt incarcate in mod corespunzator.
11. Pe ecranul Pre-Spin Deck Verification (Verificare platforma anterioara rotirii), selectati OK.
12. Observati ML STAR céand efectueaza etapele automate.

13. Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, asigurati-va ca platforma de incércare ML
STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR s& descarce suporturile.

14. Selectati Unload (Descarcare) pentru a descéarca platforma.
15. Indepértati placa cu godeuri adanci pentru plasma intermediard dupa cum urmeaza.

a. Inspectati placa pentru a detecta daca volumele sunt constante in fiecare godeu (fara erori determinate
de pipeta). Volumul prevazut este de 1000 pl.

b. Inregistrati orice iregularitate cand se incheie procesul de izolare a plasmei.

c. Sigilati placa, incarcati la echilibru si centrifugati la 5600 x g timp de 10 minute cu frana dezactivata sau
activata sau la cea mai joasa setare.

16. Selectati Yes (Da) pentru a continua cu pregatirea plasmei finale.
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17. Indepértati sigiliul placii si incarcati din nou placa pe suport.

Dimensiunea lotului Suport . . Pozitia

. Urma Articol o

de probe Tip locatiei
24,48, 96 Multiflex  19-24  Placa cu godeuri adanci pentru plasma 5

intermediara

18. Bifati caseta de validare Intermediate Plasma plate has been spun (Placa cu plasma intermediara a fost
rotita) si apoi selectati OK.

19. Observati ML STAR cand efectueaza etapele automate.

20. Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, asigurati-va ca platforma de incércare ML
STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR sa descarce suporturile.

21. Selectati Unload (Descarcare) pentru a descarca platforma.
22. Cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, goliti suporturile si platforma.
23. Indepartati placa cu godeuri adanci pentru plasma finala.
24. Verificati daca placa prezinta urmatoarele erori:
* Volume inconsecvente in fiecare godeu. Volumul prevazut este de 900 pl.
* Pelete celulare vizibile.
* Hemoliza excesiva.
Daca observati pelete celulare vizibile sau o0 hemoliza excesiva, invalidati proba afectata la finalul metodei

de izolare a plasmei sau folositi Managerul de loturi. Pentru mai multe informatii despre Managerul de loturi,
consultati Ghid software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document 1000000067940).

25. Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, selectati OK.
26. Introduceti comentarii despre godeurile afectate, iar apoi selectati OK.
27. Efectuati unul dintre urmatorii pasi.

* Pentru a continua cu extragerea de ADN liber circulant, selectati Yes (Da).

* Pentru a va opri, selectati Exit (lesire).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa pentru plasma finala si depozitati-o la o temperatura intre 2°C si 8°C timp de pana la
sapte zile.

Extragerea ADN-ului liber circulant

Pregatirea

1. Examinati vizual cutia de extragere si de accesorii pentru a confirma ca acest set nu este expirat.

2. Pregatiti urmatorii reactivi: Etichetati eprubetele pentru rezervoare si rezervoarele pentru godeuri adanci cu
numele reactivilor.
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3. Adaugatiincet 3,75 ml de solutie tampon de proteinaza in fiecare flacon de proteinaza K.
* Pregatiti 3 flacoane pentru 24 si 48 de probe.
* Pregatiti 4 flacoane pentru 96 de probe.
4. Puneti capacul flacoanelor de proteinaza K si agitati pana se resuspenda.
A ATENTIE
Nu contaminati dopul de cauciuc. Daca pe dopul de cauciuc ajung alte substante, probele
ulterioare pot fi contaminate.
5. Grupati proteinaza K preparata din toate flacoanele intr-o eprubeta de reactiv si etichetati-o ,Proteinaza K”.
6. Adaugati 100 ml de EtOH 100% la fiecare sticla de reactiv Solutie tampon de spalare Il.
* Pregatiti 1 sticla pentru 24 si 48 de probe.
* Pregatiti 2 sticle pentru 96 de probe.
Rasturnati sticlele cu Solutie tampon de spalare Il pentru a amesteca.
Bifati casetele de validare de pe sticlele cu Solutie tampon de spalare Il.
Etichetati 1 placd noua cu manta completa drept Intermediar si aplicati un cod de bare pentru placa.
10. Etichetati 1 placa noua cu manta completa drept Elutie pentru ADN liber circulant si aplicati un cod de bare
pentru placa.
11. Etichetati 1 placa noua cu godeuri adanci drept Intermediar pentru extragere si aplicati un cod de bare
pentru placa cu godeuri adanci.
12. Aplicati un cod de bare pentru placa pe placa de fixare a ADN-ului.
13. Aplicati o folie de sigilare pe godeurile neutilizate pentru loturile de 24 si 48 de probe.
14. Pregatiti o solutie de curatare EtOH 70% (EtOH 70%, apa fara DNaza/RNaza 30%) pentru curatarea
sistemului de aspirare.
15. Pregatiti sistemul de aspirare dupa cum urmeaza.
a. indepértati colectorul de vid si curatati cu EtOH 70%.
Evitati curatarea garniturii cu EtOH, deoarece materialul poate deveni friabil.
b. Goliti deseurile aspirate.
c. Asigurati-va ca sistemul de aspiratie ML STAR este pornit.
Nr. document 1000000078751 vO8 RON 25din76

Reactiv Depozitare Instructiuni
Placa cu godeuri adanci intre 2°Csi  Dacd este depozitata anterior, Idsati-o sa stea 30 de
pentru plasma finala 8°C minute pentru a ajunge la temperatura camerei.

Centrifugatila 1000 x g timp de 20 de secunde.
Desigilati placa cu godeuri adanci pentru plasma finala
inainte de utilizare.
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Procedura

1. Selectati OK pentru aincepe sa extrageti ADN liber circulant.

2. Daca VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT) nu este deja deschisa:
a. Deschideti AppLauncher si selectati VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT).
b. Introduceti ID-ul de lot si numele de utilizator, apoi selectati OK.

3. Tncércati varfurile in suportul pentru varfuri dupa cum urmeaz4, apoi selectati OK.

A ATENTIE

Dupa inceperea procedurii pentru loturile de 24, 48 si 96 de probe, addugati intreaga stiva de
varfuri cu 8 canale.

Dimensiunea lotului de probe SL_II_?:” Urma  Articol Pozitia locatiei
24 Varf drept 1-6 Varfuri de 1000 pl 1
7-12 Varfuri de 300 pl 1
48 Varf drept 1-6 Varfuri de 1000 pl 1,2
7-12 Varfuri de 300 pl 1
96 Varf drept 1-6 Varfuri de 1000 pl 1,2,3,4
7-12 Varfuri de 300 pl 1

4. Tncé&rcati varfurile numérate pe suportul de varfuri dup& cum urmeaza.

Suport

Dimensiunea lotului de probe Tip Urma  Articol Pozitia locatiei
24,48, 96 Varf drept 49-54  Varfuri de 1000 pl 1
Varfuri de 300 pl 2
Varfuri de 50 pl 3

5. Introduceti pozitia primului si ultimului varf pentru fiecare stativ de varfuri, apoi selectati OK.
6. Scanati codurile de bare ale Cutiei de extragere.

7. Introduceti numele utilizatorului sau initialele preparatorului reactivilor, apoi selectati OK.

8. Scanati codurile de bare ale Cutiei de accesorii.

9. Introduceti numele utilizatorului sau initialele preparatorului reactivilor, apoi selectati OK.
10. Confirmati ca sunt atasate codurile de bare.

11. Desigilati placa cu godeuri adanci pentru plasma finald, daca este necesar.
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12.

13.
14.

15.
16.

17.

Incércati placile (cod de bare spre dreapta) pe suportul plécii dup& cum urmeaza, apoi selectati OK.

Dimensiunea Suport . . Pozitia
] . Urma Articol .
lotului de probe Tip locatiei
24,48, 96 Multiflex 19-24  Placa noua cu manta completa, Intermediar, cu 1
cod de bare
Placa noua cu manta completa, Elutie ADN liber 2
circulant, cu cod de bare
Placa noua cu godeuri adanci, Intermediar 4
pentru extragere, cu cod de bare
Placa cu godeuri adanci pentru plasma finala, cu 5

cod de bare

Confirmati ca placa de fixare a ADN-ului este prevazuta cu cod de bare, apoi selectati OK.

Pentru loturile cu placi partiale, aplicati o folie de sigilare pentru placa, tdiata la dimensiuni, peste godeurile
nefolosite (coloanele 4-12 pentru loturile de 24 de probe si coloanele 7-12 pentru loturile de 48 de probe).

Incarcati placa de fixare a ADN-ului in colectorul de vid cu codul de bare spre dreapta.

Inainte de a plasa placa de fixare pe colectorul BVS, inspectati vizual godeurile pentru a vedea dac exist
posibile obstructii.

Acestea pot impiedica curgerea reactivilor in timpul vidarii.
Daca utilizati loturi de 24 sau 48 de probe, acoperiti godeurile neutilizate si sigilati-le cu folie. Bifati caseta

de selectare Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Sunt sigilate coloanele placii de fixare a ADN-ului?),
apoi selectati OK.

18. Incércati eprubetele de reactiv pe suportul de reactiv dupd cum urmeaza si apoi selectati OK.
Dimensiunea lotului de probe Su?ort Urma Articol Pozi';'ia'
Tip locatiei
24,48 Reactiv 47 16 ml solutie tampon de elutie 1
11 ml proteinaza K 2
96 Reactiv 47 16 ml solutie tampon de elutie 1
15 ml proteinaza K 2
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illumina

19. Transferati reactivii specificati in rezervoarele pentru godeuri adanci, apoi incarcati rezervoarele pe
suporturile cu godeuri adanci dupa cum urmeaza.

20. Selectati OK.
Dimensiunea lotului de
probe

24,48

96

21.

22
selectati OK.

23

Suport
Tip

Godeu
adanc

Godeu
adanc

Urma

39-44

39-44

Articol

125 ml solutie tampon de spalare |l
125 ml solutie tampon de spalare |
60 ml EtOH 100%

100 ml solutie tampon de lizd

60 ml apa fara DNaza/RNaza

200 ml solutie tampon de spalare I
125 ml solutie tampon de spalare |
100 ml EtOH 100%

100 ml solutie tampon de liza

100 ml apa fara DNaza/RNaza

Asteptati sa se finalizeze verificarea automata a volumului de reactivi.

ecranul Extraction Deck Verification (Verificarea platformei de extragere).

24

A\

25
EtOH 70%.

26

. Observati ML STAR in timpul etapelor automate.

placa goald cu godeuri adanci pentru plasma finala.

27
actionata.

28. Selectati OK.
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Pozitia
locatiei

1

2
3
4
5
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. Verificati daca recipientul cu deseuri de vidare este gol (se recomanda sa fie pe jumatate plin), apoi

. Verificati pozitionarea tuturor suporturilor, echipamentelor de laborator si reactivilor, apoi selectati OK pe

Trebuie s invalidati manual supraplinurile de probe nedetectate de sistem anterior contaminarii
godeurilor din apropiere.

. Dupa etapa de aspiratie finalad, scoateti placa de fixare a ADN-ului si curatati suprafata inferioara cu

. Sigilati orice godeu neacoperit de pe placa de fixare a ADN-ului, apoi asezati placa de fixare a ADN-ului pe

. Centrifugati ansamblul placa de fixare a ADN-ului/plasma finala la 5600 x g timp de 10 minute, cu frana

28din76



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

29. In timpul centrifugarii placii de fixare a ADN-ului, finalizati cur&tarea cu vid:
a. Scoateti colectorul de vid si apoi selectati OK.
b. Asteptati sa se incheie eliminarea automata a deseurilor.
c. Curatati colectorul de vid si interiorul sistemului de aspiratie cu EtOH 70% si apoi inlocuiti colectorul de
vid.
d. Bifati caseta de validare Manifold is on Vacuum (Colectorul este pe vid) pentru a initia transferul placii
de elutie pe colectorul de vid si apoi selectati OK.
30. Dupa centrifugare, desigilati godeurile care contin probe de pe placa de fixare a ADN-ului.
31. Plasati placa de fixare a ADN-ului pe placa de elutie pentru ADN liber circulant care este pe colectorul de
vid.
32. Incércati placa de fixare a ADN-ului cu codul de bare spre dreapta, apoi selectati OK.
33. Observati ML STARin timpul etapelor automate.

34. Dupa etapa de incubare, bifati caseta de selectare ,Plates are assembled as indicated” (Placile sunt
asamblate conform indicatiilor). Confirmati ca ansamblul placa de fixare a ADN-ului/placa de elutie pentru
ADN liber circulant este pe baza suportului (daca trebuie pentru centrifuga).

35. Sigilati godeurile neacoperite de pe placa de fixare a ADN-ului.
36. Centrifugati la 5600 x g timp de 2 minute cu frdna pornita si apoi selectati OK.

37. Inspectati vizual placa de elutie pentru ADN liber circulant, pentru a identifica daca volumele din fiecare
godeu sunt constante.
Volumul asteptat este de aproximativ 55 pl.

38. Sigilati si pastrati placa de elutie pentru ADN liber circulant pentru pregatirea bibliotecii.

39. Atunci cand Managerul fluxului de lucru va solicitd acest lucru, asigurati-va ca platforma de incarcare ML
STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR sa descarce suporturile.

40. Selectati Unload (Descarcare) pentru a descarca platforma.
41. Descarcati toate suporturile si curatati platforma instrumentului ML STAR, iar apoi selectati OK.
42. Introduceti comentarii despre godeurile afectate, iar apoi selectati OK.
43. Efectuati unul dintre urmatorii pasi:
* Pentru a continua cu Prepare Libraries (Pregatirea bibliotecilor), selectati Yes (Da).

* Pentru a va opri, selectati Exit (lesire).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa de elutie pentru ADN liber circulant si depozitati-o la o temperatura intre
-25°C si-15°C timp de pana la sapte zile.
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Pregatirea bibliotecilor

Pregatirea

1.

illumina

Examinati vizual cutiile de pregatire a bibliotecii si de accesorii pentru a confirma ca seturile nu sunt

expirate.

Pregatiti urmatorii reactivi: Etichetati eprubetele pentru rezervor si rezervoarele pentru godeuri adanci cu

numele reactivilor.

Reactiv

Amestec de
poliadenilare

Placa de elutie ADN
liber circulant

Amestec de reparare
capat

Solutie tampon de
hibridizare

Amestec de legare

Placa adaptor ADN
NIPT

Solutie tampon de
resuspensie

Bile de purificare
proba

Depozitare
intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

intre -25°C si-15°C

intre -25°C si-15°C

intre2°Csi8°C

intre 2°C si 8°C

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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Instructiuni

A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati
pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt
timp.

Daca a fost depozitata anterior, asigurati-va ca
placa nu a fost depozitatd mai mult de sapte zile si
decongelati-o la temperatura camerei. Agitati la
1500 rpm timp de 1 minut. Centrifugatila 1000 x g
timp de 20 de secunde.

A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati
pentru a amesteca.

A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati
pentru a amesteca. Depozitati din nou dupa
utilizare.

A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati
pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt
timp.

A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati
pentru a amesteca. Centrifugatila 1000 x g timp
de 20 de secunde.

Agitati pentru a amesteca. Depozitati din nou
dupa utilizare.

Lasati-o sa stea 30 de minute pentru a ajunge la
temperatura camerei.

Agitati puternic Tnainte de fiecare utilizare.
Amestecati agitdnd sau rasturnand, pana cand
toate bilele sunt in suspensie siamestecul este
omogen.

30din76



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

6.

A ATENTIE

La desigilarea placii adaptor ADN NIPT, aveti mare grija sa evitati contaminarea incrucisata a
aerosolilor godeu-godeu, care poate genera rezultate incorecte.
Daca placa de elutie ADN liber circulant a fost depozitata in stare congelata, pregatiti-o dupa cum urmeaza.
a. A sedezghetalatemperatura camerei.
b. Agitatila 1500 rpm timp de 1 minut.
c. Centrifugatila 1000 x g timp de 20 de secunde.
Etichetati o placa noud cu manta completa drept Biblioteca si aplicati un cod de bare pentru placa.

Pregatiti EtOH de 80% din etanol absolut. Combinati 40 ml EtOH 100% cu 10 ml apa fara DNaza/RNaza.
R&sturnati pentru a amesteca.

Asigurati-va ca este pornit controlul termic pentru ML STAR.

Enzime diluate

1.

Combinati amestecul de poliadenilare si solutia tampon de resuspensie intr-o eprubeta cu capac cu filet.
Agitati pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp.

Solutie tampon de

Dimensiunea lotului de probe = Amestec de poliadenilare (pl) .
resuspensie (ul)

24,48 900 1200
96 1800 2400
2. Combinati amestecul de legare si solutia tampon de resuspensie intr-o eprubeta cu capac cu filet. Agitati
pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt timp.
) ) ) Solutie tampon de
Dimensiunea lotului de probe Amestec de legare (pl) ’ .
resuspensie (pl)
24,48 230 1713
96 440 3278
Procedura
1. Selectati OK pentru a porni Pregatirea bibliotecii. Daca VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT) nu
este deja deschisa:
a. Deschideti AppLauncher si selectati VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT).
b. Introduceti ID-ul de lot si numele de utilizator, apoi selectati OK.
2. Confirmati ca urmatoarele consumabile sunt pregatite asa cum se specifica pe ecranul Reagent Preparation
(Pregatirea reactivului):
* Amestec de poliadenilare, amestec de legare si EtOH 80%.
* Bile de purificare probd, amestec de reparare capat si placa adaptor ADN NIPT.
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Pozitia
locatiei

1
1,2

1,2
1,2,3,4

1,2,3,4
1,2,3,4,5

3. Bifati casetele de validare si apoi selectati OK.
4. Scanati codurile de bare ale Cutiei de pregatire a bibliotecii.
5. Introduceti numele utilizatorului sau initialele preparatorului reactivilor, apoi selectati OK.
6. Scanati codurile de bare ale Cutiei de accesorii.
7. Introduceti numele utilizatorului sau initialele preparatorului reactivilor, apoi selectati OK.
8. Incarcati varfurile in suportul pentru varfuri dupd cum urmeaza si apoi selectati OK pentru fiecare suport.
Dimensiunea lotului de . . .
Tipul de suport Urma Articol
probe
24 Varf drept 1-6 Varfuri de 50 pl
7-12 Varfuri de
300 pl
48 Varf drept 1-6 Varfuri de 50 pl
7-12 Varfuri de
300 pl
96 Varf drept 1-6 Varfuri de 50 pl
7-12 Varfuri de
300 pl

9. Daca ati oprit protocolul dupa procedura de extragere a ADN-ului liber circulant, incarcati varfurile numarate

pe suportul de varfuri dupa cum urmeaza.

Dimensiunea lotului de

Tipul de suport Urma Articol
probe £ £
24,48, 96 Varf drept 49-54 Varfuri de
1000 pl
Varfuri de
300 pl

Varfuri de 50 pl

10. Introduceti pozitia primului varf pentru fiecare stativ de varfuri, apoi selectati OK.

Nr. document 1000000078751 v08 RON
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11. Confirmati ca sunt atasate codurile de bare siincarcati placile (cu codul de bare spre dreapta) pe suport
dupa cum urmeaz3 si apoi selectati OK.

Dimensiunea Tipul de . . Pozitia
. Urma Articol o
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Multiflex 19-24 Placa de elutie ADN liber circulant, 1
cu cod de bare
Placa adaptor ADN NIPT, cu cod 2
de bare
Placa noua cu manta completa si 3
96 de godeuri, biblioteci, cu cod
de bare
Placi noi cu manta completa si 96 4,5
de godeuri
12. Tncércati suportul cu godeuri adanci dupé cum urmeaza si selectati OK.
Dimensiunea Tipul de Pozitia
. . Urma Articol .
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Godeu adanc 39-44 50 ml EtOH 80% intr-un rezervor 1
pentru godeuri adanci
Placi noi cu manta completa si 96 2,3,4,5
de godeuri
13. Incércati eprubetele de reactiv pe suportul de reactiv dupa cum urmeaz si apoi selectati OK.
Dimensiunea Tipul de . . Pozitia
. Urma Articol .
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Reactiv 47 2,5 ml de amestec de reparare 1
capat
Amestec de poliadenilare pregatit 2
(volum total)
Amestec de legare pregatit (volum 3
total)
10 ml de bile de purificare proba 4
12 ml solutie tampon de 5
hibridizare

14. Pastrati restul de 12 ml de solutie tampon de hibridizare (HT1) in recipientul pentru grupare.

15. Asigurati-va ca suporturile, echipamentele de laborator si reactivii sunt incarcati corect, apoi selectati OK pe
ecranul Library Deck Verification (Verificare platforma pentru biblioteca).

16. Asteptati sa se finalizeze verificarea automata a volumului de reactivi.
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17. Observati ML STARn timpul etapelor automate.

18. Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, asigurati-va ca platforma de incércare ML
STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR s& descarce suporturile.

19. Selectati Unload (Descarcare) pentru a descéarca platforma.

20. Inspectati placa Biblioteci pentru a identifica daca volumele sunt constante in fiecare godeu.

A ATENTIE

Daca volumul godeurilor sunt inconstante, probele pot genera rezultate incorecte.

21. Daca o depozitati, sigilati si pastrati placa Biblioteci.
22. Descarcati suporturile, curatati platforma, iar apoi selectati OK.
23. Introduceti comentarii despre godeurile afectate, iar apoi selectati OK.
24. Efectuati unul dintre urmatorii pasi:
* Pentru a continua cu Quantify Libraries (Cuantificarea bibliotecilor), selectati Yes (Da).

* Pentru a va opri, selectati Exit (lesire).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa Biblioteci inainte de depozitare. Placa Biblioteci este stabild timp de pana la sapte
zile de la data pregatirii, la o temperaturd intre -25°C si -15°C.

Cuantificarea bibliotecilor

Pregatirea

1. Pregatiti urmatorii reactivi:

Reactiv Depozitare Instructiuni
Reactiv de intre2°Csi8°C Protejati de lumina. Decongelati la temperatura camerei
cuantificare ADN timp de 30-150 de minute.

(Se recomanda eliminarea reactivului la inceputul
procedurii Pregatirea bibliotecilor.)
Agitati pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt

timp.
Standard de intre2°Csi8°C Agitati pentru a amesteca, apoi centrifugati pentru scurt
cuantificare ADN timp.
Solutie tampon de intre2°Csi8°C Agitati pentru a amesteca.

resuspensie

2. Daca placa Libraries (Biblioteci) a fost depozitata in stare congelata, pregatiti-o dupa cum urmeaza.

a. Asigurati-va ca placa nu a fost depozitata mai mult de sapte zile si decongelati-o la temperatura
camerei.
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b. Agitati pentru a amesteca.
c. Centrifugatila 1000 x g timp de 1 minut.
Porniti fluorometrul cu 10 minute inainte de utilizare.
4. Aplicati un cod de bare pentru placa unei noi placi cu 384 de godeuri.

Aplicati un cod de bare pentru placa unei noi placi cu manta completa.

Procedura

1. Selectati OK pentru aincepe cuantificarea.

2. Daca nu este deja deschisa VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT):
a. Deschideti AppLauncher si selectati VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT).
b. Introduceti ID-ul de lot si numele de utilizator, apoi selectati OK.
Scanati codurile de bare ale Cutiei de accesorii.

4. Introduceti numele utilizatorului sau initialele preparatorului reactivilor, apoi selectati OK.

Incarcati varfurile in suport dupa cum urmeaza si apoi selectati OK.

Dimensiunea lotului Tipul de . . Pozitia
Urma Articol ..
de probe suport locatiei
24,48 Varf drept 1-6 Stiva de varfuri de 300 pl 1
Stiva de varfuri de 50 pl 2
96 Varf drept 1-6 Stiva de varfuri de 300 pl 1
Stiva de varfuri de 50 pl 2,3

6. Confirmati ca sunt atasate codurile de bare.
Daca este necesar, desigilati placa Biblioteci.

8. Incércatiplacile (cu cod de bare spre dreapta) pe suportul Multiflex dupd cum urmeazé, apoi selectati OK.

Dimensiunea lotului Tipul de . . Pozitia
Urma Articol .
de probe suport locatiei
24,48, 96 Multiflex 19-24 Placi noi cu manta completa, 1
cu cod de bare
Placa noua cu 384 de godeuri, 2
cu cod de bare
Placa Biblioteca, cu cod de 3
bare
Placi noi cu manta completa si 4,5
96 de godeuri
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9.

illumina

Incércati eprubetele de reactiv fara capace pe suportul de eprubete dupa cum urmeaz si apoi selectati OK.

Dimensiunea lotului
de probe

24, 48, 96

Tipul de
suport

Eprubeta

Urma

46

] Pozitia
Articol T
locatiei
Standard de cuantificare ADN 1
Reactiv de cuantificare ADN 2

10. Tncarcati eprubetele de reactiv pe suportul de reactiv dupa cum urmeaz si apoi selectati OK.

11.

12

14.
15.
16.

17.
18.

19.

a.

Dimensiunea lotului
de probe

24,48, 96

Tipul de
suport

Reactiv

Urma

47

. Pozitia
Articol .
locatiei
Tub de reactiv nou (gol) 1
16 ml solutie tampon de 2

resuspensie

Daca ati oprit protocolul dupa procedura Pregatirea bibliotecilor, incarcati varfurile numarate pe suportul de

varfuri dupa cum urmeaza.

Dimensiunea lotului
de probe

24,48, 96

Tipul de
suport

Varf drept

Urma

49-54

. Pozitia
Articol e
locatiei
Varfuri de 1000 pl 1
Varfuri de 300 pl 2
Varfuri de 50 pl 3

. Introduceti pozitia primului si ultimului varf pentru fiecare stativ de varfuri, apoi selectati OK.

13. Asigurati-va ca suporturile, echipamentele de laborator si reactivii sunt incarcati corect, apoi selectati OK pe

ecranul Quant Deck Verification (Verificare platforma pentru cantitate).

Observati ML STAR in timpul etapelor automate.

Asteptati sa se finalizeze verificarea automata a volumului de reactivi.

Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, asigurati-va ca platforma de incarcare ML

STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR sa descarce suporturile.

Selectati Unload (Descarcare) pentru a descarca platforma.

Descarcati placa Biblioteci.

Inspectati placa pentru a detecta daca volumele sunt uniforme in fiecare godeu.

b. Sigilati placa Biblioteci si depozitati la temperatura camerei pana cand se incheie analiza datelor

fluorometrice.

Descarcati placile ramase cu 96 de godeuri si verificati daca exista volume constante in fiecare godeu.
Erorile mari de volum potindica o problema cu etapele de pipetare.
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20.

Descarcati placa cu 384 de godeuri si verificati daca exista lichid in godeurile corespunzatoare.

21. Sigilati placa cu o folie de sigilare.

22. Centrifugatila 1000 x g timp de 20 de secunde.

23. Incubati la temperatura camerei timp de 10 minute, la adapost de lumina.

24. Descarcati toate suporturile.

25. Curatati platforma ML STAR, apoi selectati OK.

A ATENTIE
Nu eliminati reactivii de cuantificare pana la generarea datelor. Aveti nevoie de reactivi daca doriti
sd efectuati o recuantificare.

26. Dupa incubatie, indepartati folia de sigilare siincarcati placa cu 384 de godeuriin cititorul de microplaci.
Asigurati-va ca utilizati placa adaptoare mov (numar de piesa: 0310-4336) furnizata de Molecular Devices
sau una echivalenta, daca instrumentul utilizat permite acest lucru.

* Asigurati-va ca laincarcare A1 estein coltul din stanga sus.

27. Faceti dublu clic pe sablonul VeriSeq NIPT pentru a-l deschide in SoftMax Pro.

28. Selectati New Experiment (Experiment nou) in fila Home (Pagina principala).

29. Selectati Read (Citire).

30. Exportati datele ca XML dupa cum urmeaza.

a. Faceticlic dreapta pe Plate (Placa), apoi selectati Rename (Redenumire).

b. Scanati codul de bare al placii Cuantificare, apoi selectati OK.

c. incoltul din stAnga sus al ecranului, selectati pictograma in forma de plac, apoi selectati Export
(Exportare) din meniu.

d. Bifati caseta de selectare Expt name (Nume export), setati optiunea de datd a placii la raw (brutd), setati
formatul de iesire la XML, apoi selectati OK.

e. Setaticalea si numele fisierului de iesire, apoi selectati Save (Salvare).

Computerul Hamilton trebuie sa poata accesa locatia fisierului. Nu folositi spatii in numele sau calea

fisierului.

Analiza

1. In ML STAR, pe ecranul Scanner Information (Informatii scaner), introduceti ID-ul de fluorometru.

2. Introduceti comentarii despre rularea fluorometrului, apoi selectati OK.

3. Navigatila fisierul de cuantificare *.xml care contine datele fluorometrice, apoi selectati OK.

4. Analizati rezultatele analizei pentru curba standard si concentratia probei, apoi selectati OK.

5. Daca trebuie sa scanati din nou placa, selectati Rescan (Scanati din nou).

Probele sunt sensibile la lumina si au o durata de viata limitatd. Cand este necesar, repetati scanarea
imediat.

6. Introduceti comentarii despre godeurile afectate, iar apoi selectati OK.
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7. Evaluati rezultatele si continuati dupd cum urmeaza.

* Daca rezultatele corespund specificatiilor, trecetila Gruparea bibliotecilor la pagina 38. Pentru
specificatii, consultati tabelul de cuantificare a parametrilor si limitelor de control al calitatii din Ghidul
software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document 1000000067940).

* Daca rezultatele nu corespund specificatiilor, sistemul abandoneaza procesul. Repetati procedurile de
cuantificare, incepénd cu Pregdtirea la pagina 34.

8. Efectuati unul dintre urmatorii pasi:
* Pentru a continua cu Gruparea bibliotecilor la pagina 38, selectati Yes (Da).

* Pentru a va opri, selectati Exit (lesire).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, sigilati placa Biblioteci inainte de depozitare. Placa Biblioteci este stabild timp de pana la sapte
zile de depozitare grupatd, la o temperatura intre -25°C si -15°C.

Gruparea bibliotecilor

Pregatirea

1. Pregéatiti urmatorii reactivi:
Reactiv Depozitare Instructiuni
Solutie tampon de  intre -25°C si -15°C A se dezgheta la temperatura camerei. Agitati pentru a
hibridizare amesteca. Depozitati din nou dupa utilizare.

2. Daca placa Libraries (Biblioteci) a fost depozitata in stare congelata, pregatiti-o dupa cum urmeaza.

a. Asigurati-va ca placa nu a fost depozitata mai mult de sapte zile si decongelati-o la temperatura
camerei.

b. Agitatila 1500 rpm timp de 1 minut.
c. Centrifugatila 1000 x g timp de 20 de secunde.
d. Pipetati pentru a amesteca.

3. Etichetati o eprubeta de grupare goala drept Grupul A. Pentru 96 de probe, etichetati o a doua eprubeta de
colectare drept Grupul B.

4. Salvati urmatorul program de denaturare pe termociclorul cu capac incalzit.
a. Alegeti optiunea de capac preincalzit si setati la 102°C.
b. Setati volumul de reactie la 50 pl.
c. Setativiteza de crestere la maximum (22°C pe secunda).
d. Incubatila 96°C timp de 10 minute si apoila 4°C timp de 5 secunde.
e. Mentinetila 4°C.

Nr. document 1000000078751 v08 RON 38 din 76
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

Procedura

Plasati placa Biblioteci pe ciclorul termic programat anterior si rulati programul de denaturare.
Nu denaturati placa Biblioteci inainte ca functia de cuantificare sa treaca de parametrii CC, deoarece este
posibil sa doriti sa efectuati o noua cuantificare.

Centrifugati placa Bibliotecila 1000 x g timp de 20 de secunde.

Selectati OK pentru a initia gruparea bibliotecilor.

Daca VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT) nu este deja deschisa:

a. Deschideti AppLauncher si selectati VeriSeq NIPT Method (Metoda VeriSeq NIPT).
b. Introduceti ID-ul de lot si numele de utilizator, apoi selectati OK.

Selectati concentratia gruparii, apoi selectati OK.
Densitatea grupului-tinta este de 220-260 K/mm?2.

NOTA Este posibil s& fie necesara cresterea concentratiilor si/sau a volumelor de grupare pentru loturile
de 24 de probe, pentru ca densitatea sa fie similara densitatii gruparilor obtinute cu loturile de
48/96 de probe.

Daca Managerul fluxului de lucru solicitd acest lucru, efectuati unul dintre urmatorii pasi:

* Pentruaincarca o fisa de proba, selectati fisa de probd asociata lotului si apoi selectati Load (incarcare).

* Pentru a utiliza valorile implicite de sistem pentru tipurile de proba ramase, raportarea sexului sau tipul
de screening, selectati Use Default (Utilizare valori implicite) pentru fiecare setare.

Pentru informatii privind crearea unei fise de probd, consultati Ghidul software pentru Solutia VeriSeq
NIPT v2 (nr. document 1000000067940).

Selectati Start pentru a incepe cronometrarea placii de denaturare.

Incarcati varfurile in suportul pentru varfuri dupa cum urmeaza.

Dimensiunea Tipul de - . Pozitia

. Urma Articol o

lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Varf drept 7-12 Varfuri de filtru de 50 pl 1

Tncérca’,(i placa Biblioteca denaturata (cod de bare spre dreapta) pe suportul Multiflex dupa cum urmeaza si
apoi selectati OK.

Dimensiunea Tipul de . . Pozitia
] Urma Articol .
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Multiflex 19-24 Placa Biblioteca denaturata (cu 1
cod de bare)
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10. Incércati eprubetele de grupare pe suportul de eprubete dupa cum urmeaz si apoi selectati OK.

Dimensiunea Tipul de . . Pozitia
. Urma Articol .
lotului de probe suport locatiei
24,48 Eprubeta 46 Eprubetd de 2 ml noud, Grupul A 1
96 Eprubeta 46 Eprubeta de 2 ml noua, Grupul A 1
Eprubeta de 2 ml noua, Grupul B 2
11. Tnc&rcati eprubetele de reactiv pe suportul de reactiv dupd cum urmeaza si apoi selectati OK.
Dimensiunea Tipul Poziti
] pul de Urma Articol 02|,.|a.
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Reactiv 47 3 ml solutie tampon de hibridizare 1
12. Tnc&rcati varfurile in suportul pentru varfuri dupa cum urmeaza.
Dimensiunea Tipul Poziti
] pul de Urma Articol OZI',Ia_
lotului de probe suport locatiei
24,48, 96 Varf drept 49-54 Varfuri de filtru de 1000 pl 1
Varfuri de filtru de 300 pl 2
Varfuri de filtru de 50 pl 3

13. Introduceti pozitia primului si ultimului varf pentru fiecare stativ de vérfuri, apoi selectati OK.

14. Asigurati-va ca suporturile, echipamentele de laborator si reactivii sunt incarcati conform indicatiilor.
15. Pe ecranul Pooling Deck Verification (Verificare platforma de grupare), selectati OK.

16. Observati ML STAR in timpul etapelor automate.

17. Introduceti comentarii despre godeurile afectate, iar apoi selectati OK.

18. Atunci cand vi se solicita de catre Managerul fluxului de lucru, asigurati-va ca platforma de incércare ML
STAR nu este obstructionata, pentru a permite ML STAR s& descarce suporturile.

19. Selectati Unload (Descarcare) pentru a descéarca platforma.

20. Descarcati suportul pentru eprubete.

21. Puneti capacul fiecarei eprubete de grupare, agitati, apoi centrifugati pentru scurt timp.

22. Selectati OK.

23. Secventiati bibliotecile cat mai curdnd posibil dupa grupare. Sigilati placa Biblioteci si depozitati-o la 0
temperatura cuprinsa intre -25°C si -15°C timp de cel mult sapte zile pentru a permite o noua grupare.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, puneti capacul eprubetelor de grupare si depozitati-le la o temperatura intre -25°C si -15°C timp
de péna la sapte zile.
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Pregatirea bibliotecilor grupate pentru secventiere

Pregatirea

1.

Pregatiti urmatorii reactivi:

Reactiv Depozitare Instructiuni
Eprubete pentru intre -25°C si -15°C Daca este depozitatd anterior, a se dezgheta la
grupare temperatura camerei.

Agitati scurt.
Centrifugati scurt.

2. Pregatiti sistemul de secventiere de urmatoare generatie finalizdnd urmatoarele cdmpuri ih modulul Local
Run Manager al VeriSeq NIPT:
a. Denumire rulare
b. Descriere rulare (optional)
c. Cod de bare pentru grup
A ATENTIE
Codul de bare pentru grup introdus ih modulul LRM trebuie sa fie identic cu codul de bare pentru
grup introdus Th Managerul fluxului de lucru. Configurarile de rulare incorecte sunt respinse de
software-ul de analiza si necesitd o noua secventiere.
Pentru mai multe informatii privind utilizarea modulului Local Run Manager al VeriSeq NIPT, consultati Ghid
software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document 1000000067940).
Procedura
1. Addugati urmatoarele consumabile in cartusul cu reactivi, apoi pipetati pentru a amesteca.
* Solutie tampon de hibridizare (900 pl)
*  Grupul A (450 pl)
2. Continuati secventierea utilizadnd un sistem de secventiere de noua generatie si folosind
ghidul de referintd pentru instrumentul de secventiere de noua generatie. Pentru un NextSeq 550D,
consultati Ghidul de referintd pentru instrumentul NextSeq 550Dx (nr. document 1000000009513) sau
Prospectul pentru instrumentul NextSeq 550Dx (nr. document 1000000043133).
Confirmati configuratia de executie corecta atunci cand vi se solicita.
4. Daca este necesar, repetati aceasta procedura pentru Grupul B.
* Pentru a atinge intervalul de densitate tinta a grupului de celule, placa Biblioteca se poate grupa din nou
folosind o alta concentratie de grupare pe Hamilton. Noua grupare anuleaza validarea gruparii originale.
* Alternativ, raportul gruparii la HT1 (450 pl + 900 pl) se poate modifica pentru a se obtine intervalul de
densitate-tinta a grupului.
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Secventierea de urmatoare generatie

Solutia VeriSeq NIPT v2 poate fi utilizata cu un sistem de secventiere de noua generatie cu urmatoarele
specificatii:

* capacitate de 2x36 citiri cu secventiere la ambele capete.

* compatibil cu adaptoarele index din setul de pregatire a probelor VeriSeq NIPT.

* chimie pe doua canale.

* realizare automatd de fisiere .BCL (date brute de la instrumentul de secventiere).

* 400 de milioane de citiri cu secventiere la ambele capete per rulare.

* compatibil cu software-ul de testare VeriSeq NIPT v2.

NextSeq 550Dx este compatibil cu Solutia VeriSeq NIPT v2.

Analiza datelor de secventiere

Dupa ce se incheie secventierea, datele de secventiere sunt trimise automat la Software-ul de testare VeriSeq
NIPT v2 pentru analiza si generarea unui raport. Raportul include clasificarile pentru fiecare proba din lot,
precum si o evaluare a tuturor metricilor de CC rulate. Procesul de analiza de la finalizarea secventierii la
rezultatele finale dureaza aproximativ 4 ore pentru un lot de 48 de probe. Pentru informatii detaliate privind
analiza datelor si fisierul rezultat, consultati Ghidul software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document
1000000067940).

Interpretarea rezultatelor

Algoritmul Solutiei VeriSeq NIPT v2 foloseste un model statistic complex care combina mai multe tipuri diferite
de informatii din colectia de fragmente de bibliotecd cu secventiere la ambele capete. Acest model este utilizat
pentru a detecta regiunile genomului care sunt sub sau suprareprezentate in biblioteca fiecarei probe. Un
aspect important este ca acest model determina daca gradul de sub sau suprareprezentare este in
concordanta, din punct de vedere cantitativ, cu un eveniment aneuploid din genomul fetal la nivel de fractie
fetala estimata pentru biblioteca.

Pentru toti cromozomii, datele cu secventiere la ambele capete sunt aliniate la genomul de referintd (HG19).
Citirile aliniate neduplicate unice sunt agregate in compartimente de 100 Kb. Contorizarile corespunzatoare ale
compartimentelor sunt ajustate pentru decalajul GC si in conformitate cu acoperirea genomica specifica regiunii
stabilita anterior. Folosind astfel de contorizari de compartiment normalizate, scorurile statistice sunt derivate
pentru fiecare autozom prin compararea regiunilor de acoperire care pot fi afectate de aneuploidie cu restul de
autozomi. Se calculeaza un raport de probabilitate logaritmica (log likelihood ratio — LLR) pentru fiecare proba,
ludnd in calcul aceste scoruri pe baza de acoperire si fractia fetald estimata. LLR este probabilitatea ca o proba
sa fie afectata, avand in vedere acoperirea observata si fractia fetald, comparativ cu probabilitatea ca proba sa
fie neafectatd, avand in vedere aceeasi acoperire observata. Calcularea acestui raport are ih vedere si
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incertitudinea estimata privind fractia fetald. Pentru calculele ulterioare se foloseste logaritmul natural al
raportului. Software-ul de testare evalueaza LLR pentru fiecare cromozom tintd si fiecare proba trebuie sa
furnizeze o determinare a aneuploidiei.

In timpul crearii lotului, trebuie sa definiti tipul unei probe (f&t unic sau gemeni), tipul de screening (de baza sau
la nivel de genom) si raportarea cromozomului sexual (da, nu si SCA) dorite pentru fiecare proba. impreuns,
aceste optiuni determina informatiile raportate pentru fiecare proba.

Pentru toate tipurile de probe, tipul de screening determina ce anomalii autozomale sunt raportate. Pentru tipul
de screening de baza se raporteaza doar evenimentele de trisomie a intregului cromozom care implica
cromozomii 13, 18 si 21. Pentru tipul de screening la nivel de genom se raporteaza deletia sau duplicarea
integrale sau partiale ale oricdrui cromozom autozomal. Lungimea celei mai mici deletii sau duplicari
cromozomiale partiale ce se poate raporta este de 7 Mb.

Pentru probele de la fat unic, puteti dezactiva raportarea cromozomului sexual. De asemenea, puteti configura
sd se raporteze aneuploidiile cromozomului sexual cu sau fara raportarea sexului probelor euploide.

Pentru probele de la gemeni, dacd se selecteaza Da pentru raportarea cromozomului sexual, rezultatul este
limitat la raportarea prezentei sau absentei unui cromozom Y in biblioteca. Aneuploidia cromozomului sexual nu
se poate raporta pentru probele de la gemeni.

Un rezultat ANOMALY DETECTED (Anomalie detectatd) indica faptul ca proba este detectata pozitiva pentru
una sau mai multe anomalii, in conformitate cu tipul de screening selectat si cu optiunea de raportare a
cromozomului sexual. Cand se detecteaza o anomalie, raportul furnizeaza o descriere a anomaliei in notatie
citogenica.

Software-ul de testare VeriSeq NIPT v2 utilizeaza datele statistice generate in timpul secventierii pentru a
furniza o estimare a fractiei fetale (FFE) pentru fiecare probd. FFE este componenta ADN liber circulant fetala
estimata care este recuperata de test si raportata ca procentaj rotunjit pentru fiecare proba. Abaterea standard
medie a acestei estimari pentru toate probele este de 1,3%. FFE nu trebuie utilizata izolat, pentru a exclude
probele atunci cand se raporteaza rezultatele.

Pentru a obtine citiri de reprezentare cromozomiala, software-ul de testare VeriSeq NIPT v2 utilizeaza testul
individualizat de incredere pentru aneuploidia fetala (iFACT), o metrica pentru prag dinamica, care indica daca
sistemul a generat o acoperire de secventiere suficienta, avand in vedere estimarea fractiei fetale pentru
fiecare proba. Citirile negative sunt raportate doar daca proba atinge pragul iFACT. Daca o proba nu atinge
acest prag, evaluarea CC afiseaza FAILED iFACT (iFACT esuat) si sistemul nu genereaza un rezultat.

In plus fata de iFACT, software-ul de testare VeriSeq NIPT v2 evalueaz3 alte cateva metrici de CC in timpul
analizei. Metricile suplimentare includ evaluarea uniformitatii acoperirii in regiunile genomice de referinta si
distributia lungimilor pentru fragmentele de ADN liber circulant. Evaluarea CC afiseaza fie un marcaj CC, fie o
eroare CC pentru orice metrici care nu se incadreaza in intervalul acceptabil. in cazul unei erori CC, sistemul nu
genereaza un rezultat pentru proba. Daca o proba nu trece CC, proba poate fi reprocesata daca exista un volum
suficient de plasma in eprubeta pentru recoltarea de sénge.

Solutia VeriSeq NIPT v2 genereaza date pentru utilizarea intr-un raport final. Nu genereaza un raport final
pentru pacient. Clientii sunt responsabili cu proiectarea si continutul raportului final care trebuie furnizat
medicului de la unitatea de asistenta. lllumina nu este radspunzatoare pentru precizia formularii raportului final
pentru clienti.
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A ATENTIE

Verificati estimarile fractiei fetale ale tuturor probelor. Daca estimarile fractiei fetale sunt similare
pentru toate probele din cadrul unei rulari, este posibil sa se fi produs amestecarea probelor, care sa fi
afectat rezultatele. Contactati departamentul de Asistenta tehnica lllumina pentru ajutor cu
solutionarea problemei.

Caracteristici de performanta

Urmatoarele date evidentiate in sectiunile referitoare la performanta clinica si la performanta analiticad au fost
generate de utilizarea protocoalelor si materialelor specificate in Instructiunile de utilizare incepand cu plasma.
Toate datele de secventiere pentru aceasta sectiune au fost generate pe un sistem de secventiere NextSeq
500/550 sau un sistem de secventiere NextSeq 550Dx cu urmatoarele configurari:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Software pe NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
instrument
Versiunea setului  NextSeq 500/550 High Output v2.5 NextSeq 550Dx High Output v2.5
de reactivi (75 cycle) Reagent Kit (75 cycle) Reagent Kit
Metoda de Secventiere la ambele capete 2x36 Secventiere la ambele capete 2x36
secventiere rulata in mod cu debit mare rulata in mod cu debit mare

Studiu clinic

Acuratetea clinica pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 a fost demonstrata prin evaluarea probelor de plasma de la
femei gravide, cu sarcini cu fat unic si gemelare. Probele au fost obtinute din probe de plasma anonimizate, care
au fost prelucrate anterior din probe de sange periferic integral. Au fost avute in vedere peste 45.000 de probe
pentru includerea in studiu. Aceste probe au fost supuse unui screening prenatal anterior in legatura cu
aneuploidiile cromozomiale fetale si deletiile si duplicarile partiale de 7 Mb sau mai mari. Toate probele de la
sarcinile afectate si un set de probe consecutive de la sarcinile neafectate au fost eligibile pentru testare daca
au fost disponibile rezultatele clinice si s-au respectat criteriile privind proba. in setul de analiza pentru testare
au existat in total 2.335 de probe. Din acest set, 2.328 de probe au fost de la sarcini cu fat unic si sapte probe
au fost de la sarcini gemelare.

Din aceste probe, 28 (1,2%, 28/2335) de probe nu au indeplinit CC pentru test la prima testare in timpul analizei
datelor de secventiere finalizate:

* 27 eroriiFACT (un XO, 26 neafectate)

* O eroare pentru datele care nu sunt cuprinse in intervalul prevazut
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Caracteristici privind datele demografice si sarcina

Varsta maternd, varsta gestationala si trimestrul de sarcina sunt prezentate pe scurt in Tabelul 7 pentru probele
din screeningul la nivel de genom, inclusiv probele mozaic cunoscute. Majoritatea (98%) probelor de testare
corespund primului trimestru de sarcina.

Datele demografice au fost evaluate intre cohortele de baza si cele la nivel de genom si nu au indicat nicio
diferenta statistica. Caracteristicile privind datele demografice si sarcina au fost similare, fie ca au fost incluse
sau excluse mozaicurile cunoscute.

Tabelul 7 Caracteristici privind datele demografice si sarcina

L. La nivel de genom
Date statistice pe scurt . . L
(inclusiv mozaicurile cunoscute)

Numar de probe 2307*

Varsta materna - ani

Mediu 35,08
Abatere standard 4,04
Mediana 34,95
Percentila 25, percentila 75 32,3137,79
Minim, maxim 20,22 53,02

Vérsta gestationala la recoltarea de sange - saptamani

Mediu 10,93
Abatere standard 1,20
Mediana 10,57
Percentila 25, percentila 75 10,29 11,14
Minim, maxim 10,00 27,86

Trimestru de sarcina - n (%)

< Primul (<14 saptamani) 2.252 (98%)
Al doilea 54 (2%)
Al treilea (= 27 saptamani) 1(0%)

* Probele finale prezentate au inclus 7 gemeni.
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Performanta clinica

Rezultatele, asa cum au fost determinate de VeriSeq NIPT Solution v2, au fost comparate cu rezultatele
conform standardului de referinta clinic. Toate probele studiului au avut rezultate conform standardului de
referinta clinic (realitatea clinicd) cu privire la starea aneuploidiei cromozomiale fetale si deletiile si duplicatele
partiale de 7 Mb sau mai mari. Rezultatul conform standardului de referinta clinic pentru probele incluse in acest
studiu a depins de analiza cromozomiala sau de un examen fizic al nou-nascutului cu un screening negativ NIPT
bazat pe NGS. Personalul de studiu calificat a efectuat clasificarea datelor standardului de referinta clinic in
conformitate cu documentul de codificare medicala primit de la sponsor.

Metodele de analiza a cromozomului au inclus cariotiparea, fluorescenta la hibridizarea in situ (FISH) sau
micro-matricea cromozomului (CMA) de hibridizare genomica comparativa. Analiza cromozomului a fost
efectuata pe sange periferic sau saliva de sugar, probe de produse de conceptie (POC), amniocite, vili corionici,
tesuturi placentare sau sédnge din cordonul ombilical postnatal.

Mozaicismul este definit drept prezenta a doua sau mai multe linii celulare cu compozitie cromozomiala diferitd
la un individ. Liniile celulare isi au originea n acelasi zigot. Tipul si nivelul de mozaicism difera si depinde de
momentul evenimentelor de mozaicism din timpul embriogenezei si dezvoltarii fetale. In diagnosticele prenatale
apar diferite tipuri de mozaicism, in functie de distributia liniilor celulare anormale comparativ cu cele normale
din citotrofoblast, mezenchim sau fat.10 Desi mozaicismul se poate vedea la orice anomalie cromozomiala, este
mai frecvent la trisomiile rare decét la trisomiile cromozomilor 21, 18 si 13 (T21, T18 si T13)."" La evaluarea
performantei, cazurile de mozaicism au fost incluse in analiza la nivel de genom, deoarece scopul acestui tip de
screening pentru respectivul test este de a detecta aneuploidiile autozomale rare (RAA).

Performanta screeningului de baza

Pentru screeningul de baza, anomaliile includ T21, T18 si T13. in analiza a fost inclus un numar total de 2.243 de
probe de fat unic si gemeni. Toate cele sapte sarcini gemelare au fost detectate corect drept T21 si nu sunt
raportate in tabelul urmator.

Tabelul 8 Sensibilitatea si specificitatea Solutiei VeriSeq NIPT v2 pentru detectarea trisomiilor 21, 18 si 13
intr-un screening de baza pentru sarcinile cu fat unic (cu exceptia mozaicurilor cunoscute)

T21 T18 T13
Sensibilitate >99,9% (130/130) > 99,9% (41/41) > 99,9% (26/26)
Il 95% bilateral 97,1%,100% 91,4%,100% 87,1%,100%
Specificitate 99,90% (1982/1984) 99,90% (1995/1997) 99,90% (2000/2002)
Il 95% bilateral 99,63%, 99,97% 99,64%, 99,97% 99,64%, 99,97%
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Performanta testului la screeningul de baza, dupa cum se arata in Tabelul 8, este calculata excluzand un subset
de 64 de probe afectate de RAA, deletii sau duplicdri partiale autozomale sau mozaicism cunoscut. Aceste 64
de probe au inclus opt mozaicuri T21 si trei mozaicuri T18. Cinci dintre aceste 11 probe au fost identificate ca
afectate de anomalia detectata de software-ul de testare VeriSeq NIPT v2.

Performanta screeningului la nivel de genom

Pentru screeningul la nivel de genom, orice anomalie include trisomiile, monosomiile si deletiile sau duplicatele
partiale de 7 Mb sau mai mari. Probele pentru screeningul la nivel de genom au cuprins 36 de probe cu
mozaicism cunoscut. Au fost testate un numar total de 2.307 de probe de fat unic si gemeni. Toate cele sapte
sarcini gemelare au fost detectate corect drept avand o anomalie la nivelul cromozomului 21 si nu sunt raportate
in tabelele urmatoare.

Performanta screeningului la nivel de genom pentru orice anomalie

Tabelul 9 Sensibilitate si specificitatea Solutiei VeriSeq NIPT v2 pentru detectarea oricarei anomalii in cadrul
screeningului la nivel de genom (inclusiv mozaicurile cunoscute)

Sensibilitate Specificitate
Estimare % (n/N) 95,5% (318/333) 99,34% (1954/1967)
Il 95% bilateral 92,7%,97,3% 98,87%, 99,61%

Performanta screeningului la nivel de genom pentru aneuploidia autozomala rara

Tabelul 10 Sensibilitate si specificitatea Solutiei VeriSeq NIPT v2 pentru aneuploidia autozomala rara (RAA) in
cadrul screeningului la nivel de genom (inclusiv mozaicurile cunoscute)

Sensibilitate Specificitate
Estimare % (n/N) 96,4% (27/28) 99,80% (2001/2005)
Il 95% bilateral 82,3%,99,4% 99,49%, 99,92%

Performanta screeningului la nivel de genom pentru deletiile si duplicatele partiale

Tabelul 11 Sensibilitate si specificitatea Solutiei VeriSeq NIPT v2 pentru deletiile si duplicatele partiale de 7 Mb
sau mai mari in cadrul screeningului la nivel de genom (inclusiv mozaicurile cunoscute)

Sensibilitate Specificitate
Estimare % (n/N) 741% (20/27) 99,80% (2000/2004)
Il 95% bilateral 55,3%, 86,8% 99,49%, 99,92%
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Diferentele de performanta intre screeningul de baza si screeningul la nivel de
genom

Metodologia de evaluare pentru trisomiile comune si aneuploidiile cromozomilor sexuali este aceeasi pentru
screeningul de baza si screeningul la nivel de genom. Screeningul de baza aplica algoritmul doar pentru T21,
T18 si T13. Cu toate acestea, screeningul la nivel de genom dezvolta aceastd metodologie, pentru a evalua
toate trisomiile si RAA si duplicarile si deletiile partiale.

Exista doua diferente intre raportarea performantei descrisa intre screeningul de baza si screeningul la nivel de
genom. Prima, pentru screeningul la nivel de genom, probele cu mozaicism cunoscut atat pentru trisomiile
comune si RAA, cat si pentru deletii sau duplicari partiale au fost incluse in metricile de performanta. A doua,
screeningul la nivel de genom poate raporta preferential detectia unei deletii sau duplicari partiale la o trisomie
completd. Prezenta unei trisomii complete in plus fata de o deletie sau duplicare partiald poate fi observata prin
referire la scorul LLR furnizat in raportul suplimentar.

Includerea mozaicurilor in screeningul la nivel de genom

Mozaicismul este enumerat ca o limitare a acestui test. Cand mozaicismul este prezent, semnalul fetal al unei
anomalii este redus si prin urmare poate fi mai dificil de detectat fara a compromite specificitatea de ansamblu a
testului. Cu toate acestea, deoarece mozaicismul este mai relevant pentru continutul extins, probele cu
mozaicism au fost incluse in screeningul la nivel de genom.

Dintre cele 64 de probe incluse in screeningul la nivel de genom, dar nu in screeningul de baza, 36 de probe au
fost identificate ca avand mozaicism conform standardului de referinta clinic. Dintre aceste 36 de probe, 23 de
definiri au corespuns standardului de referinta clinic.

Deletia sau duplicarea partiala comparativ cu detectarea aneuploidiei cromozomiale
complete

VeriSeq NIPT Solution v2 prezinta optiuni de meniu atat pentru un screening de baza, céat si pentru un screening
la nivel de genom. La screeningul de bazd, un rezultat ANOMALY DETECTED (anomalie detectata) este raportat
doar cénd se detecteaza o aneuploidie completd la cromozomii 21, 18 sau 13 si daca se indeplinesc toate
metricile de control al calitatii. La screeningul la nivel de genom, sistemul detecteaza aneuploidia la toti
autozomii si evenimentele de deletie si duplicare partiala de cel putin 7 Mb.

in timpul utilizarii screeningului genomic, daca atat un eveniment cromozomic intreg, cat si un eveniment de
variatie a numarului de copii in cadrul aceluiasi cromozom depdasesc pragul LLR, sistemul acorda prioritate de
raportare unui eveniment de deletie sau duplicare partiala fata de definirea cromozomului complet, daca
dimensiunea deletiei sau duplicarii partiale acopera aproximativ 75% sau mai putin din cromozomul la care este
detectat evenimentul. Daca regiunea cu deletie si duplicare partiala detectata este mai mare de 75% din
dimensiunea cromozomului, evenimentul este raportat drept trisomie completd sau monosomie a intregului
cromozom, cu conditia ca pragul LLR pentru intregul cromozom sa fie simultan depasit. Prin urmare, deletiile si
duplicarile semnificativ de mari care sunt mai mici sau egale cu 75% din dimensiunea cromozomului pot indica o
aneuploidie a intregului cromozom.
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In toate probele, scorul LLR pentru clasificarea intregului cromozom este disponibil in raportul suplimentar.
Scorul LLR trebuie analizat in legatura cu pragul specificat in Probabilitatile de detectie de 95% pentru zonele
medii in functie de dimensiune pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 la pagina 59 inainte de interpretarea rezultatului.
De exemplu, daca definirea variatiei numarului de copii in care scorurile LLR la nivel de cromozom depdsesc
pragul sustine o interpretare care indica o aneuploidie a intregului cromozom, utilizati Tabelul 12 drept referinta.

In cadrul studiului clinic au existat doua probe de sarcina cu fat unic cu duplic&ri semnificativ de mari (una pe
cromozomul 21 si una pe cromozomul 18) care au reprezentat mai putin de 75% din dimensiunea relativa a
cromozomului (consultati Tabelul 12). Ambele evenimente au fost raportate drept duplicari partiale sinu o
trisomie completa pentru cromozomul respectiv. Scorurile LLR pentru aceste evenimente au fost peste
intrerupere, In conformitate cu un rezultat afectat pentru o trisomie completa. Pentru o duplicare partiala sau
pentru o definire de trisomie completa, gestionarea urmaririi pentru o citire NIPT pozitiva ofera pacientului
testarea pentru confirmare prin intermediul unui diagnostic prenatal.

Tabelul 12 Exemple de evenimente de duplicare mari identificate in timpul screeningului la nivel de genom

Realitatea Rezultatul sistemului la nivel Dimensiunea % din Scoruri
clinica de genom anomaliei (MB) cromozom LLR
Proba  Trisomie 21 Duplicare partiala la 21 22,50 48,9 19,43
1 fat unic
Proba  Trisomie 18 Duplicare partiala la 18 47,00 60,2 12,99
2 fat unic

Consultati Ghid software pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 (nr. document 1000000067940) pentru informatii
suplimentare privind metricile de control al calitatii folosite pentru a raporta rezultatele aneuploidiei.

Cromozomii sexuali

Rezultatele privind cromozomii sexuali ai VeriSeq NIPT Solution v2 au fost comparate cu rezultatul conform
standardului de referinta clinic si sunt rezumate in tabelul urmator. Concordanta procentuald a fost calculata
pentru sase cromozomi sexuali, in cadrul fiecarui rezultat conform standardului de referinta clinic. Concordanta
procentuala a fost calculata drept numarul de probe in care definirea cromozomului sexual cu VeriSeq NIPT
Solution v2 a corespuns cu clasificarea conform standardului de referinta clinic, impartit la numarul total de
probe cu aceeasi clasificare conform standardului de referinta clinic.
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Tabelul 13 Concordanta procentuald pentru clasificarea in functie de sexul fatului*

Fenotip din
examenul fizic al Rezultate citogenetice
nou-nascutului

Clasificarea in functie
de sexul fatului

Femi- Mascu-

Detectate Cariotip nin lin XX XY XO XXX XXY XYY Altele* Absent
Anomalie XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
nedetectata

Anomalie XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
nedetectata

Anomalie X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
detectata

Anomalie XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
detectata

Anomalie XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
detectata

Anomalie XYY 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0
detectata

Totald 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Concordant 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nuse Nu se
cu aplica aplica
procentajul

* Cinci sarcini gemelare au fost clasificate corect drept prezenta Y. Doua sarcini au fost clasificate corect drept lipsa
prezentay.
** Alte rezultate citogenetice au fost XXXXX si XXYY.

Valoarea predictiva pozitiva si valoarea predictiva negativa a VeriSeq NIPT
Solution v2

Valoarea predictiva pozitiva (PPV) si valoarea predictiva negativa (NPV) ale testului oferd informatii privind
capacitatea testului de a comunica deciziile clinice Th functie de sensibilitatea, specificitatea testului si
probabilitatea pretestarii ca un fat sa fie afectat de trisomie (prevalenta). Deoarece PPV si NPV depind de
prevalenta si prevalenta pentru aceste aneuploidii poate varia In functie de diferitele populatii de subiecti, PPV
si NPV au fost calculate pentru o serie de valori de prevalentd plauzibile, in functie de valorile de sensibilitate si
specificitate observate la screeningul de baza (fard mozaicuri cunoscute) al studiului clinic privind acuratetea.
Tabelul 17 are la baza screeningul la nivel de genom (cu mozaicuri cunoscute).
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Tabelul 14 Prevalentd trisomie 21, PPV si NPV in screening de baza (cu exceptia mozaicurilor cunoscute)

Prevalenta (%) PPV (%) NPV (%)
0,05 33,17 > 99,99
0,10 49,82 > 99,99
0,20 66,53 > 99,99
0,50 83,29 > 99,99
1,00 90,93 > 99,99
1,50 93,79 > 99,99
2,00 95,29 > 99,99

Tabelul 15 Prevalenta trisomie 18, PPV si NPV in screening de baza (cu exceptia mozaicurilor cunoscute)

Prevalenta (%) PPV (%) NPV (%)
0,03 23,06 > 99,99
0,05 33,31 > 99,99
0,10 49,99 > 99,99
0,20 66,68 > 99,99
0,30 75,03 > 99,99
0,40 80,04 > 99,99
0,50 83,38 > 99,99

Tabelul 16 Prevalenta trisomie 13, PPV si NPV in screening de baza (cu exceptia mozaicurilor cunoscute)

Prevalenta (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 9,10 > 99,99
0,02 16,68 > 99,99
0,05 33,37 > 99,99
0,10 50,05 > 99,99
0,20 66,73 > 99,99

Tabelul 17 Orice prevalenta cunoscuta, PPV si NPV in screening la nivel de genom (inclusiv mozaicurile
cunoscute)

Prevalenta (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 1,42 > 99,99
0,02 2,81 > 99,99
0,05 6,74 > 99,99
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Prevalenta (%) PPV (%) NPV (%)
0,10 12,64 > 99,99
0,20 22,45 99,99
0,50 42,07 99,98
1,00 59,34 99,95
1,50 68,75 99,93
2,00 74,68 99,91

Distributia fractiei fetale

Estimarile pentru distributia fractiei fetale (FF) pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 din screeningul la nivel de genom
cu mozaicuri cunoscute sunt prezentate de categoria de rezultate conform standardului de referinta clinic in
Figura 1.

Figura1 Distributia fractiei fetale
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5 probe au prezentat anomalii in mai multe categorii.

Trisomia comuna include probele cu trisomia 21, 18 si/sau 13.

Nivelul de genom include probele cu RAA sau deletii si/sau duplicari partiale.
Estimarile privind FF au variat intre 2% si 34% in total, cu o mediana de 9% si interval intercuartilic (IQ) intre 6% si
12%. Estimarea privind mediana FF pentru trisomiile comune si evenimentele detectate de screeningul la nivel
de genom este de 8% si pentru SCA-uri este de 9%. Intervalul din cadrul estimarilor FF a fost constant pentru
toate rezultatele. Nu exista nicio modificare aparenta in distributia FF intre trisomiile comune, SCA-uri,
evenimentele detectate de screeningul la nivel de genom sau toate probele din analiza la nivel de genom.
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Performanta la sarcinile gemelare

Estimarea trisomiei 13, 18 si 21 si performanta cromozomului Y la sarcinile
gemelare

Datorita prevalentei reduse a trisomiei 21, 18 si 13 la sarcinile gemelare, doar un numar mic de probe gemelare
afectate a fost disponibil pentru studiul clinic. Pentru a estima performanta Solutiei VeriSeq NIPT v2 la sarcinile
gemelare, modelele in silico bazate pe observatiile din probele clinice au fost utilizate pentru a simula populatiile
de sarcini gemelare. Aceasta simulare a fost in conformitate cu populatia pentru utilizarea preconizata.
Distributia fractiei fetale a fost determinata din aproximativ 4.500 de probe gemelare si a fost comparata cu
distributia din aproximativ 120.000 de probe cu fat unic. Distributia fractiei fetale conditionata de starea
aneuploidiei a fost determinata din definirile prezumtive pentru fat unic (1.044 trisomie 21, 307 trisomie 18 si 192
trisomie 13). Combinarea celor doua distributii a permis interferentele detectarii aneuploidiei la gemeni. Au fost
simulate seturi de gemeni dizigoti si monozigoti si s-a realizat o medie ponderata care reprezintd prevalenta
acestora in populatia pentru utilizarea preconizata (2 dizigoti:1 monozigot) pentru a se estima sensibilitatea.
Pentru specificitate s-au simulat seturi de gemeni neafectati.

Fractia din fiecare proba simulata afectata de trisomie (mai exact, fractia afectatd) a fost calculata diferit pentru
fiecare categorie de proba:

* Pentru gemenii monozigoti, fractia afectata din fiecare proba a fost setata la 1,0, deoarece, in aceasta
situatie, trisomia afecteaza ambii gemeni.

* Pentru gemenii dizigoti, s-a presupus ca doar unul dintre gemeni a fost afectat (este extrem de rara situatia
cand ambii gemeni dizigoti sunt afectati). Valorile fractiei afectate au fost simulate folosind distributia
cunoscuta a rapoartelor de fractie fetald, asa cum s-a determinat din probele clinice gemelare care difera in
functie de sex. S-a apelat la o0 abordare traditionala prin care s-a presupus ca geamanul afectat are cea mai
mica fractie fetala dintre cei doi gemeni. S-a aplicat un factor de corectie pentru fractiile fetale care suntin
medie mai mici la sarcinile cu trisomie 13 si 18.

* Pentru gemenii neafectati, fractia afectata din fiecare proba a fost setata la zero.

Pentru gemenii afectati de trisomia 18 sau 13, s-a redus fractia fetala care corespunde fractiei afectate a probei.
Reducerea a fost proportionala cu reducerea medie pentru fractia fetala observata nh datele clinice privind fatul
unic cu trisomie 18 sau 13 fata de fetii unici euploizi.

Dar fractia fetala totala si fractia afectata pentru fiecare probd simulata au fost apoi utilizate pentru a calcula un
scor pentru aneuploidie, folosind algoritmul VeriSeq NIPT Solution v2. Sensibilitatea s-a calculat determinénd
céat de des scorurile pentru aneuploidie pentru gemenii afectati simulati au fost mai mari decéat oprirea
aneuploidiei corespondente. in consecinta, sensibilitatea s-a calculat determiné&nd cat de des scorurile pentru
aneuploidie pentru gemenii neafectati simulati au fost mai mici decét oprirea aneuploidiei corespondente
(Tabelul 18). Intervalele de incredere 95% au fost estimate in functie de numarul de probe gemelare clinice reale
din setul de date original, care au fost clasificate fie drept afectate fie neafectate de catre trisomia relevanta.
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Pentru a estima sensibilitatea cromozomului Y h probele gemelare au fost simulate seturi de gemeni XY/XY si
XX/XY. S-a folosit o medie ponderatd care reprezinta prevalenta in populatia de utilizare preconizata

(1 XY/XY:1XX/XY). Pentru a estima specificitatea cromozomului Y la gemeni s-a simulat un set de gemeni
XX/XX. Valorile totale pentru fractia fetala au fost simulate in conformitate cu distributia cunoscuta a fractiei
fetale in probele gemelare clinice.

Pentru gemenii XY/XY si XX/XY s-au estimat scorurile corespunzatoare ale cromozomului Y, folosind relatia
cunoscuta dintre fractia fetala si scorurile cromozomului Y din probele cu fat unic clinice clasificate drept sex
masculin. Doar pentru gemenii XX/XY s-au simulat valorile fractiei fetale afectate (mai exact sex masculin),
folosind distributia cunoscuta de rapoarte de fractie fetala observate intre gemenii din aceeasi sarcina, asa cum
s-a determinat din probele gemelare clinice diferite din punctul de vedere al sexului. S-a apelat la o0 abordare
traditionald prin care fractia afectata a fost selectata astfel incat sa corespunda celui mai mici dintre cei doi
gemeni. Pentru fiecare proba XX/XY simulata, scorul cromozomului Y a fost Tnmultit cu fractia afectata.

Pentru gemenii XX/XX, scorurile cromozomului Y au fost prelevate din scorurile observate la probele de fat unic
clinice, clasificate drept sex feminin. Scorul cromozomului Y si fractia fetala totala au fost apoi folosite pentru a
clasifica fiecare proba simulata ca avand cromozom Y prezent sau cromozom Y absent, utilizand algoritmul
standard din VeriSeq NIPT Solution v2.

Sensibilitatea a fost calculata determinand cat de des gemenii simulati XY/XY sau XX/XY au fost clasificati
corect drept avand cromozom Y prezent. Specificitatea a fost calculata determinand cat de des gemenii
simulati XX/XX au fost clasificati corect drept avand cromozom Y absent. Intervalele de ihcredere 95% au fost
estimate in functie de numarul de probe gemelare clinice reale din setul de date original, care au fost clasificate
avand cromozom Y prezent sau cromozom Y absent.

Tabelul 18 Estimarile pentru trisomia 21, 18 si 13 in populatia simulata de sarcini gemelare

Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 Prezenta Y
Sensibilitate 96,4% 95,7% 93,6% >99,9%
Il 95% bilateral (86,4%, 98,9%) (68,3%, 99,4%) (64,1%, 98,9%) (99,9%, > 99,9%)
Specificitate 99,9% >99,9% >99,9% >99,9%
Il 95% bilateral (99,8%, > 99,9%) (99,9%, > 99,9%) (99,9%, > 99,9%) (99,7%, > 99,9%)

Tabelul 18 prezinta estimarile punctuale si intervalele de incredere 95% pentru sensibilitatea si specificitatea
Solutiei VeriSeq NIPT v2 in detectarea trisomiei 21, 18 si 13 si prezenta Y intr-o populatie simulata de sarcini
gemelare, conforma cu populatia de utilizare preconizata. Intervalele de incredere au fost estimate in functie de
numarul de controale de calitate trecute de probele gemelare clinice fie drept afectate, fie drept neafectate de
trisomia respectiva. Calcularea sensibilitatii presupune ca doua treimi din sarcinile gemelare afectate sunt
dizigote cu un geaman afectat, in timp ce o treime din sarcinile gemelare afectate sunt monozigote, cu ambii
gemeni afectati.

Estimarile prezentate in Tabelul 18 se refera doar la sarcinile gemelare. Datorita prevalentei si mai reduse,
datele pentru sarcinile de ordin superior (tripleti sau numar mai mare de copii) au fost insuficiente pentru a
stabili modele statistice adecvate pentru estimarea preciziei detectarii aneuploidiei.
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. i

Performanta analitica

Precizie

Pentru a evalua si cuantifica precizia testului s-a efectuat o noua analiza a datelor utilizdnd software-ul de retea
pentru analizad Solutia VeriSeq NIPT v2 din doua studii anterioare privind Solutia VeriSeq NIPT:

*  Studiul multicentric privind reproductibilitatea, ce a cuprins trei rulari efectuate de trei operatori din trei
centre, folosind un singur lot de reactiv pentru un numar total de noua secvente.

*  Studiul privind precizia din cadrul laboratorului, ce a cuprins 12 rulari la un singur centru, folosind doua
echipamente ML STAR, doua sisteme de instrumente de secventiere si trei loturi de reactivi de secventiere.

Obiectivul studiului de precizie a fost sa cuantifice precizia testului in legatura cu trisomia 21 (T21) si
cromozomul Y si sa estimeze variabilitatea in randul diferitelor instrumente, seturi de pregatire a bibliotecii si
loturi de reactivi de secventiere.

S-acreat un grup T21 cu fractie fetala 5%, combinand ADN liber circulant extras din plasma maternd a femeilor
insarcinate (cu fat afectat de T21) si ADN liber circulant extras din plasma femeilor care nu sunt insarcinate. De
asemenea, s-a creat un grup de ADN liber circulant matern-masculin (fat XY) cu fractie fetala 10%. Panoul de
probe pentru fiecare rulare efectuata a inclus 4 duplicate pentru grupul de probe afectate T21 cu fractie fetald
5% si 20 de duplicate pentru grupul de ADN liber circulant matern-masculin cu fractie fetala 10%. Testarea s-a
efectuat timp de 10 zile pentru un total de 21 de rulari, pentru cele doua studii combinate.

T21 si prezenta cromozomului Y au fost alese pentru evaluare in functie de reprezentativitatea bolilor clinice si
complexitatea detectarii anomaliei. Deoarece este cel mai mic autozom uman, dimensiunea cromozomului 21
are un impact direct asupra sensibilitatii detectarii T21, in special la valori mici ale fractiei fetale ca, de exemplu,
cele utilizate In acest studiu. Cromozomul Y, asa cum este prezent in plasma materna, este de origine exclusiv
fetald si, prin urmare, este mai usor de detectat de catre test.

Abaterile medie si standard observate pentru scorul LLR al cromozomului 21 si valorile cromozomiale
normalizate (NCV - normalized chromosomal values) pentru cromozomul Y au indicat faptul ca abaterea
standard (SD - standard deviation) a duplicatului a fost cea mai mare sursa de variabilitate. Diferentele dintre
centre, instrumente si loturi de reactiv au addugat o cantitate nesemnificativa de variabilitate, asa cum s-a
dovedit de catre diferenta dintre SD totala si SD duplicat in Tabelul 19 si Tabelul 20.

Tabelul 19 Rezumatul abaterii standard (SD) standard la radspunsul secvential multicentric (reproductibilitate)

Raspuns N Mediu SD duplicat  SD pentru reproductibilitate totala*
Scor LLR cromozom 21 36 34,43 11,36 11,36
NCV cromozom Y 180 190,56 7,96 10,20

*Totalul include variabilitatea generata de centru, operator, rulare, zi si duplicat.
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Tabelul 20 Rezumatul preciziei de reactie a secventierii din cadrul laboratorului

Raspuns N Mediu SD duplicat SD totala in cadrul laboratorului*
Scor LLR cromozom 21 48 36,01 9,07 10,25
NCV cromozom Y 240 198,68 7,63 7,82

*Totalul include variabilitatea generata de instrumentul de secventiere, lotul de reactiv, operator, rulare, zi si duplicat.

S-a efectuat un studiu suplimentar pentru a compara precizia de secventiere a VeriSeq NIPT Solution v2
(abatere standard totala) folosind versiunea 2.0 a unui Flow Cell comparativ cu versiunea 2.5. Studiul a inclus
doua tipuri de Flow Cell (v2.0 si v2.5), trei loturi de seturi de secventiere, patru sisteme de instrumente si doua
ruldri de secventiere pentru un total de 48 de teste la un singur centru. Un grup de secventiere a fost pregatit
din placile pentru ADN liber circulant ce au fost pregatite manual. Panoul de probe a inclus 4 duplicate pentru
grupul de probe afectate T21 cu fractie fetald 5% si 20 de duplicate pentru grupul de ADN liber circulant
matern-masculin (fat XY) cu fractie fetald 10%. Rezultatele studiului sunt prezentate Th Tabelul 21 si sprijina
afirmatia ca nu exista nicio diferenta in precizia de secventiere cand se utilizeaza Flow Cell v2.0 comparativ cu
Flow Cell v2.5.

Tabelul 21 Rezumatul preciziei de reactie la secventiere pentru Flow Cell v2.0 versus Flow Cell v2.5

. Numar de observatii  SD totala SD totala L.
Raspuns . ’ Rezultat statistic**
per versiune v2.0* v2.5*
Scor LLR cromozom 21 96 9,56 8,44 Echivalent statistic
(valoareap = 0,25)
NCV cromozom Y 480 7,74 7,38 Echivalent statistic

(valoarea p = 0,38)

*Totalul include variabilitatea generata de instrumentul de secventiere, lotul de reactiv, rulare, zi, duplicat
%] functie de testarea F pentru egalitatea de variabile (abateri standard la patrat)

Contaminarea incrucisata

Contaminarea incrucisata a fost evaluata in fluxul de pregatire a probei pentru Solutia VeriSeq NIPT. Grupele de
plasma de la femeile neinsarcinate (CC) si barbatii adulti (XY) au fost testate intr-un tipar tabla de sah in
formatul placa cu 96 de godeuri, pe 4 placi. N = 48 fiecare pentru probele de la femei si barbati per placa,
pentru un total de 192 de probe de la femei si 192 de la barbati. Niciuna dintre probele de la femeinu a
demonstrat acoperirea cromozomului Y care a fost mai mare din punct de vedere statistic decat fondul estimat,
indicand faptul c& nu a existat contaminare incrucisata de la probele de la barbati in cadrul aceleiasi placi. in
Solutia VeriSeq NIPT nu s-a observat nicio contaminare incrucisata detectabila.

Substante care pot interfera

Impactul substantelor care pot interfera a fost evaluat in Solutia VeriSeq NIPT prin evaluarea performantei
testului in prezenta unor astfel de substante.
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Albumina, bilirubina, hemoglobina si trigliceridele (endogene) au fost depistate in grupele de plasma materna de
la sarcini neafectate cu fat de sex feminin (fat XX). Au fost testate la doua concentratii pentru fiecare substanta
de testare (n=16 pentru fiecare). Nu s-a observat nicio interferenta ih performanta testului.

Tabelul 22 Substante care pot interfera (endogene)

Substanta de Concentratie de testare joasa Concentratie de testare ridicata

testare (mg/ml) (mg/ml)
Albumina 35 50
Bilirubina 0,01 0,15
Hemoglobina 100 200
Trigliceride 1,5 5

ADN-ul genomic matern (gDNA) care apare in mod natural in plasma poate, de asemenea, sa interfereze cu
performanta testului, deoarece poate fi extras impreuna cu ADN-ul liber circulant fetal. Nivelurile de ADN
genomic la 1,6, 3,3 si 4,9 ng per proba (corespunzand abaterilor standard 1, 2 si 3 peste concentratiile de gDNA
medii prevazute dupa sapte zile de depozitare a séngelui integral'?) au fost adaugate la ADN-ul circulant liber
extras din plasma materna de la sarcini neafectate cu fat de sex feminin (fat XX). Probele au fost apoi testate in
VeriSeq NIPT Solution (n=16 pentru fiecare concentratie). Nu s-a observat nicio interferenta in performanta
testului Tn prezenta nivelurilor ridicate de gDNA.

Doudzeci de substante care pot interfera pe baza medicamentoasa (exogene) folosite sau prescrise in mod
frecvent in timpul sarcinii au fost testate in conformitate cu EP7-A2 (Testarea interferentelor in chimia clinica;
linii directoare aprobate - editia doi). Cele 20 de solutii care pot interfera au fost combinate in patru grupuri,
identificate in plasma materna de la femei neafectate cu fat de sex feminin (fat XX) si au fost testate in
Solutia VeriSeq NIPT (n=16 pentru fiecare grup). Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testuluiin
prezenta acestor substante exogene.

Tabelul 23 Substante care pot interfera (exogene)

Grupul 1 Grupul 2 Grupul 3 Grupul 4
Acetaminofena Difenhidramina Albuterol Cetirizina
Acetilcisteina Eritromicina Bupropiona Dextrometorfan
Bisoprolol Guaifenesina Cafeina Acid L-ascorbic
Citalopram Heparina Sertralina Metoprolol
Desloratadina Lidocaina Fluorura de sodiu Nadolol
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Limita de detectie

Limita de detectie (LOD) este definitd drept nivelul de fractie fetala care corespunde probabilitatii de detectie
de 95% a unei boli de interes, ca, de exemplu, T21. Pentru a evalua LOD pentru VeriSeq NIPT Solution v2 pentru
diferite boli frecvente, s-au efectuat studii si analize statistice.

Probabilitatea detectarii unei boli de interes intr-o proba afectata procesata de VeriSeq NIPT Solution v2
depinde in principal de trei factori:

* fractia fetald
* profunzimea secventierii
* dimensiunea si complexitatea zonei de interes genomice.

Presupunand ca profunzimea secventierii este constanta, o anumita aberatie este mai usor de detectat intr-o
proba cu un procentaj de fractie fetald mai mare decét intr-o proba cu un procentaj de fractie fetald mai mic. in
schimb, presupunand ca fractia fetala este constanta, o anumita aberatie este mai usor de detectat intr-o proba
cu o profunzime a secventierii mai mare decét intr-o proba cu o profunzime a secventierii mai mica. in cele din
urma, aberatiile din zonele genomice mai mici sau mai complexe sunt mai greu de detectat decat aberatiile din
zonele genomice mai mari sau mai putin complexe, presupunéand o fractie fetald si o profunzime a secventierii
constante.

Pentru a determina LOD pentru detectarea T21 s-au analizat probele care contin amestecuri de probe T21
grupate si probe neafectate grupate. Cele doua tipuri de analit au fost combinate cu o serie de titrari pentru a
crea un set de sapte niveluri de fractie fetala (0, 2, 3, 4, 5, 6 si 10%). Fiecare nivel a fost reprezentat de un numar
total de 10 duplicate.

Pentru a creste si mai mult rezolutia grilei fractie fetald pentru analiza LOD, datele din studiu au fost addugate la
datele obtinute dintr-o diluare in silico. Efectele diludrii experimentale au fost simulate de combinarea controlata
a datelor de secventiere. Datele de la aceasta titrare in silico au acoperit un set de 14 niveluri de fractie fetala
(1,25,1,50,1,75, 2,00, 2,25, 2,50, 2,75, 3,00, 3,25, 3,50, 3,75, 4,00, 4,25 si 4,50%) cu 32 de duplicate pentru
fiecare nivel. S-a aplicat o analiza a probiturilor la datele rezultate pentru a se determina LOD pentru T21.

In mod independent s-a dezvoltat un model statistic care utilizeaza fractia fetald, profunzimea secventierii si
dimensiunea/complexitatea genomica pentru a prevedea probabilitatea de detectare a oricarei aberatii din
orice proba. Acest model a fost determinat pe baza datelor care corespund unui set de 1.405 probe XY. LOD
pentru T21, asa cum a fost prevazuta prin acest model, a fost determinata sa fie in conformitate cu estimarea
bazata pe probituri descrisa mai sus. Acest model statistic a fost utilizat pentru a estima valorile LOD pentru
aneuploide la toti autozomii si pentru deletiile si duplicarile partiale.

Figura 2 prezintd probabilitatea de detectie de 95% pentru zonele medii in functie de dimensiuni si de limitele de
detectie autozomale pentru toate trisomiile si monosomiile.
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Figura 2 Probabilitatile de detectie de 95% pentru zonele medii in functie de dimensiune pentru Solutia VeriSeq
NIPT v2
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Depanare

Solutia VeriSeq NIPT v2 — Depanare
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sange straturi

Interpretare

Volum de plasma
insuficient.

Proba nu a fost
centrifugata.

Depozitare sau
transport
necorespunzator
al probei

(hemoliza probei).

Actiune recomandata

Recoltare noua.

Asigurati-va ca a inceput
centrifugarea si ca
eprubeta a fost rotitd cu o
forta corecta. Recoltati din
nou proba.

Recoltati din nou proba.

Observatii

In functie de inspectia vizuald a volumului
de plasma.

Probele congelate nu se separa.
Conditiile de transport sau depozitare

improprii pot duce la hemolizarea probelor.
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Mod eroare

Colmatarea
probei sau
fluiditate
redusa

Rezultat
posibil
Contaminarea
plasmei

Supraplin
proba

Defectiune de
hardware

Interpretare

Probele
individuale pot
colmata placa de
fixare in cazul
unei contaminari
semnificative a

probei cu plasma.

Inspectie vizuala
inadecvata a
fiecarei eprubete
in ceeace
priveste

adecvarea probei.

Digerare
inadecvata a
materialului in
timpul extragerii.

Actiune recomandata

Verificati proba. Daca
plasma ramasa in eprubeta
este rosie sau ldptoasa,
anulati proba si solicitati o
noud recoltare. Daca
proba pare normala,
testati din nou proba.

Invalidati orice probe din
godeurile din apropiere
afectate de supraplin.

Testati din nou proba.
Daca problema persista in
locatia godeului si cu alte
probe, contactati
departamentul de
Asistenta tehnica lllumina.

Observatii

Poate indica faptul ca probele au fost
transportate sau depozitate in mod
necorespunzator inainte de procesare. Nu
procesati probele necorespunzatoare.
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Mod eroare

Eroare de
CC pentru
analiza
probei
individuale

Rezultat
posibil
Eroare CC

pentru
secventiere

FF redusa sau
numar scazut
de centre care
nu sunt
excluse (NES)

Interpretare

Posibilele cauze
sunt:

Material
genetic
introdus
insuficient
Transfer gresit
in timpul
manevrarii
probei
Eroare la
reactivul de
secventiere

Date generate
insuficiente
pentru o

raportare exacta.

Actiune recomandata

Verificati adnotarea
probei. Verificati daca
exista o performanta
similara la probele
anterioare in pozitia

corespunzatoare pe placa.

Testati din nou proba.

Testati din nou din plasma.

Observatii

Indica fie o introducere de proba
insuficientd, fie un transfer gresit pe ML
STAR. Materialul genetic insuficient se
poate datora ADN-ului liber circulant
insuficient din plasma sau ADN-ului din
celule care determina diluarea excesiva a
probei pentru secventiere.
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Mod eroare

Eroare CC
pentru
cuantificare

Eroare de
grupare

Rezultat
posibil

Proces de
cuantificare
esuat.
Valoarea
mediana a
lotului este sub
pragul minim.

Cuantificare
esuata

Nu s-a putut
finaliza
gruparea
probei

Interpretare

Randament
insuficient al
procesului.

Eroare de curba
standard.

Analiza gruparii
nu poate calcula

volumele de grup

corecte.

Actiune recomandata

Repetati cuantificarea.
Daca sirepetarea
esueazd, contactati
departamentul de
Asistentd tehnica lllumina.

Repetati cuantificarea.
Daca si repetarea
esueaza, contactati
departamentul de
Asistenta tehnica lllumina.

Reevaluati concentratia
grupului-tinta. Efectuati
din nou analiza gruparii.

Depanarea VeriSeq NIPT Microlab STAR

Etapa de
proces

Crearea
unui lot

Cod de

Dialog de eroare

eroare

EM0044

The Batch ID entered

contains forbidden

characters. (ID-ul de lot
introdus contine caractere

interzise.)

Descriere

Solutia VeriSeq NIPT v2
acceptd numai numere,
litere, caractere de
subliniere si linii pentru

toate cAmpurile de date.

Observatii

Valorile curbei standard care sunt in afara
parametrilor indica fie probleme legate de
pregatirea bibliotecii (de exemplu, utilizarea
etanolului de origine non-biologica), fie
probleme asociate procesului de
cuantificare.

Solutia pentru utilizator

Redenumiti lotul folosind un nume care nu
contine caractere speciale.
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Etapa de
proces

Crearea
unui lot

Crearea
unui lot

Crearea
unui lot

Cod de
eroare

EMOO051

EMO0O076

EMO118

Dialog de eroare

The Batch ID is greater
than 36 charactersin

length. (ID-ul de lot are
peste 36 de caractere.)

Unable to connect to
VeriSeq Onsite Server v2.
(Imposibil de conectat la
Serverul local VeriSeq v2.)

This batch has been failed
and cannot be further
processed. (Acest lot a
esuat si nu poate fi
procesat mai departe.)

Descriere

Solutia VeriSeq NIPT v2
limiteaza lungimea
numelor de lot |a
maximum 36 de
caractere.

Serverul local VeriSeq
v2 nu raspunde la
solicitarile de date
primite de la Managerul
fluxului de lucru.

Lotul specificat deja a
esuat si nu mai poate fi
procesat in continuare.

Solutia pentru utilizator

Redenumiti lotul folosind un nume care sa
aiba mai putin de 36 de caractere.

1. Asigurati-va ca ML STAR este conectat la
retea.

2. Asigurati-va ca serverul local VeriSeq v2
este pornit.

3. Verificati daca ML STAR se poate
conecta la Serverul local VeriSeq v2 (prin
solicitare ping).

4. Verificati sticla pentru deseurile de
vidare. Daca sticla pentru deseuri este plina
mai mult de jumatate, goliti-o.

5. Daca pasii anteriori nu rezolva problema,
contactati departamentul de Asistenta
tehnica lllumina.

Inregistrarea lotului pe Serverul local
VeriSeq v2 indica faptul ca lotul selectat a
esuat. Nu este permisa procesarea
ulterioara. Creati un alt lot cu probele
necesare.
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Etapa de
proces

Crearea
unui lot

Izolarea
plasmei

Izolarea
plasmei

Sarcina
placii

Cod de
eroare

Nu se
aplica

WP0087

EP0102

Nu se
aplica

Dialog de eroare

This batch has already
completed processing.
Would you like to repool?
(Acest lot aincheiat deja
procesarea. Doriti sa
reluati gruparea?)

Duplicate sample

barcodes loaded. (S-au
incarcat coduri de bare
duplicat pentru proba.)

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded. (Probele
specificate in fisa probei
nu au fost incarcate.)

Venus Barcode Mask
Error. (Eroare masca
pentru cod de bare
Venus.)

Descriere

Lotul indicat a fost
procesat prin grupare.
Singura procesare
permisa este
regruparea.

in sistem s-au incircat
probe cu coduri de bare
identice.

Probele incluse in fisa
probei nu au fost incluse
in codurile de bare
incarcate.

Managerul fluxului de
lucru impune asocierea
corecta placa-la-lot,
folosind mastile pentru
cod de bare Venus.

Solutia pentru utilizator

Regrupati dupa cum urmeaza.

o Selectati Re-Pool (Regrupare).

» Abandonati procesul si asigurati-va ca
numele lotului este corect ihainte de
regrupare.

1. Urmati indicatiile Managerului fluxului de
lucru pentru a identifica ce probe sunt
duplicate.

2. Indepértati duplicatele si reetichetati-le
sau inlocuiti-le.

3. Reincarcati probele.

1. Urmati indicatiile Managerului fluxului de

lucru pentru a identifica probele lipsa.

2. Efectuati una dintre urmatoarele optiuni:

o Adaugati probele lipsa in lot si reincarcati
probele.

« Abandonati procesul si modificati fisa de
probd dupa cum este necesar. Reincepeti
procesul.

1. Verificati pozitionarea placii pentru a
confirma daca asezarea placii este corecta.
2. Asigurati-va ca placa incarcata este
placa corecta pentru lotul indicat.

ZA 1dIN basua elinjos niuad 10adsoud



OYLIA NI VIHVOILSONOVIA VI VZITILN ISV

NOY 80A 1LG/8/0000000L 1USWNJ0pP "IN

99

Cod de
eroare

WEO0150

Etapa de
proces

Extragerea
ADN-ului
liber
circulant

Extragerea  WEO0153
ADN-ului
liber

circulant

Dialog de eroare

Pressure in the vacuum
chamber is too low.
(Presiunea din camera de
vid este prea joasa).

Pressure in the vacuum
chamber is too hight.
(Presiunea din camera de
vid este prea ridicata).

Descriere

Managerul fluxului de
lucru nu continua daca
presiunea detectata pe
tubul de aspiratie de
repaus este < 400 Torr.

Daca inainte de pornirea
controlului presiunii,
presiunea masurata
pentru vid este prea
mare, este posibil ca
sistemul sa nu
functioneze corect.

Solutia pentru utilizator

1. Verificati sa nu existe indoituri sau alte
obstructii pe tubul de aspiratie.

2. Deschideti clemele de eliberare de pe
tubul de aspiratie, eliberati presiunea, apoi
inchideti complet clemele de eliberare de
pe tub.

3. Asigurati-va ca unitatea de control si
pompa de vid sunt pornite.

4. Daca problema persista, luati legatura cu
departamentul de Asistenta tehnica
lllumina.

Verificati pe partea posterioara a unitatii de
control ca toate racordurile si tuburile sa fie
prinse corect.
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Etapa de
proces
Extragerea
ADN-ului
liber
circulant

Cod de
eroare

WE0996

Dialog de eroare

Vacuum failed to seal
(Vidul nu a fost etansat).

Descriere

inainte de a continua,
trebuie rezolvata
problema cu folia de
sigilare.

Solutia pentru utilizator

Asigurati-va ca defectiunea privind folia de
sigilare este rezolvata inainte de a selecta
OK.

1. Asigurati-va ca placa de fixare este la
acelasi nivel cu colectorul de vid. Cuména
protejatd de manusa, apasati ferm pe placa
de fixare.

2. Ascultati zgomotul produs de vidare si
observati fluxul de apa prin placa de fixare.
3. Deschideti Trace View (Vizualizare
traseu) in Manager flux de lucru. Dupa ce
citirea presiunii actuale ajunge la cel putin
50 de unitati de presiune mai putin decat
citirea ambientald, selectati OK pentru a
continua extractia de ADN liber circulant.
4. Daca nu se atinge presiunea necesara in
timpul alocat, selectati OK pentru a
continua cu prima incarcare a lizatului.

5. Intrerupeti procesul dupé ce lizatul este
distribuit pe placa de fixare. Repozitionati si
apasati ferm pe placa de fixare.

6. Daca lizatul nu curge prin placa,
contactati serviciul de Asistenta tehnica
lllumina.
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Cod de
eroare

WMO0219

Etapa de
proces

Extragerea
ADN-ului
liber
circulant

Extragerea  EE0477
ADN-ului
liber

circulant

Extragerea  EE0519
ADN-ului
liber

circulant

Dialog de eroare

If Vacuum is on, manually

rest the pump. (Daca vidul
este pornit, puneti pompa
manual in repaus.)

An error has occurred
while moving a plate.
(iISWAP error) (A intervenit
o eroare la deplasarea
unei placi. Eroare iISWAP)

Scanned barcode does
not match binding plate
barcode on record. (Codul
de bare scanat nu
corespunde codului de
bare al placii de fixare din
evidente.)

Descriere

Vidul poate ramane
activat dupa
abandonarea unui
proces in timpul
extragerii.

Daca apare o eroare
iISWAP (caderea placii,
imposibilitate de
ridicare etc.), sistemul
va va solicita s mutati
placa manual.

Placa de fixare
incarcata nu
corespunde codului de
bare al placii scoase.

Solutia pentru utilizator

1. Pe unitatea de control pentru vid, apasati
butonul de pornire pentru a decupla vidul.
2. Asteptati 10 secunde, apoi apasati din
nou butonul de pornire pentru a activa
vidul.

Asigurati-va ca placa poate fi recuperata

(nu exista material deversat).

» Daca placa nu poate fi recuperata, anulati
procesarea.

» Daca placa poate fi recuperata, urmati
instructiunile afisate pentru a finaliza
manual transferul placii.

Asigurati-va ca placa incarcata corespunde
codului de bare inregistrat (consultati
jurnalul de urmarire pentru a vedea codul
de bare prevazut).
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Etapa de
proces

API

Cod de
eroare

EA0372

EAQ774

EA0780

Dialog de eroare

Unable to connect to the
data server. (Incapacitate
de conectare la serverul
de date.)

Connection Error (Eroare
de conexiune).
Conexiunea la serverul
APl nu a fost validata.

403: Invalid Request (403:

Solicitare nevalida)
Tranzactia curenta nu
este valida.

Descriere

Serverul local VeriSeq
v2 nu raspunde la
solicitarile de date
primite de la Managerul
fluxului de lucru.

Serverul local VeriSeq
V2 nu mai raspunde la
solicitarile de date
primite de la Managerul
fluxului de lucru.

Datele trimise incalca
logica fluxului de lucru
al sistemului.

Solutia pentru utilizator

1. Asigurati-va ca ML STAR este conectat la
retea.

2. Asigurati-va ca serverul local VeriSeq v2
este pornit.

3. Verificati daca ML STAR se poate
conecta la Serverul local VeriSeq v2 (prin
solicitare ping).

Asigurati-va ca:

1. Asigurati-va ca ML STAR este conectat la
retea.

2. Verificati daca ML STAR se poate
conecta la Serverul local VeriSeq v2 (prin
solicitare ping).

3. Asigurati-va ca serverul local VeriSeq v2
este pornit.

Consultati detaliile de eroare pentru mai
multe informatii. Cauzele frecvente implica
introduceri prea lungi sau care nu respecta
lista de caractere permise.
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Istoricul reviziilor

Document Data Descrierea modificarii
Nr. document August 2022 Actualizarea numarului componentei pentru fluxul de lucru
1000000078751 v08 Eliminarea instructiunilor de a pipeta pentru a amesteca, daca

placa de biblioteca a fost inghetata.

Nr. document Mai 2022 Separarea Limitarilor procedurii in Raportul VeriSeq NIPT
1000000078751 v07 Solution v2 si includerea primelor doud puncte. incadrarea
textului ramas sub un nou subtitlu, Limitarile testarii.

Au fost eliminate urmatoarele:

o VeriSeq din toate etichetele reactivilor.

» Aplicati un cod de bare de placa pe placa adaptoare VeriSeq
NIPT in etapa de pregatire Prepare Libraries (Pregatirea
bibliotecilor).

Au fost adaugate urmatoarele:

o Cuvantul ,autorizata” la sintagma ,Apa fara DNaza/RNaza”

« Unul dintre urmatoarele cititoare de microplaci sau unul
echivalent si SpectraMax M2, M3, M4, M5 si nota.

 Informatii in sectiunea VeriSeq NIPT Microlab STAR, pentru a
explica cum trebuie procedat in cazul unui eveniment de
gestionare a erorilor.

» O nota cu privire la verificarea vizuala a godeurilor.

« Instructiuni pentru loturile de 24 si 48 de probe in toate
sectiunile protocolului.

o Etapele de utilizare a placii adaptoare mov sau a uneia
echivalente.

» Textul din cadrul sectiunii Caracteristici privind datele
demografice si sarcina pentru a include rezultatele primului
trimestru de sarcina.

» Un punct marcator la specificatiile placilor cu godeuri adanci
pentru a include rezistenta la torsiune.

Au fost actualizate urmatoarele:
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Document Data

Nr. document August 2021
1000000078751 v06

Nr. document 1000000078751 v08 RON
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO

Descrierea modificarii

o Textul referitor la numele de lot unice, din motive de claritate,
impreuna cu un exemplu.

» Simbolurile si formatarea Notelor, a Atentionarilor si a
Avertismentelor.

o Rezultatele subpunctelor testului.

» ,Tiocianat de guanidind” in ,clorhidrat de guanidina”.

» ,CVS”in ,BVS” (Basic Vacuum System - Sistem de vidare de
baza.)

« Textul cu privire la utilizarea screeningului la nivel de genom
sia scorului LLR.

» Specificatii: Specificatii pentru tuburile de reactivi, placi cu
godeuri adanci, placi cu 384 de godeuri, placi cu 96 de
godeuri.

S-a actualizat adresa Reprezentantului autorizat in Comunitatea
Europeana.
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Document Data Descrierea modificarii
Nr. document Decembrie Actualizarea sectiunilor Principiile procedurii, Avertizari si
1000000078751 v05 2020 precautii si Etichetarea produsului cu clarificari suplimentare,

pentru a indeplini cerintele de reglementare.

Actualizari minore ale continutului din protocol, pentru a
corespunde stilului si organizatiei lllumina actuale.

Corectarea descrierii cromozomului 21, din ,,cel de-al doilea cel
mai mic autozom uman” in ,cel mai mic autozom uman” in
sectiunea Precizie din Performanta analitica.

Adaugarea de atentionari pentru a preveni utilizarea
necorespunzatoare a rezervoarelor siriscurile de amestecare a
probelor in sectiunile I1zolarea plasmei, Pregatire si Interpretarea
rezultatelor.

Adaugarea de noi nhumere de componenta pentru server si
software, pentru lansarea noului model de server si actualizarile
numerelor de componenta pentru software.

Adaugarea de atentionari la informatiile despre protocol si
depanare, pentru a preveni supraplinurile de probe.
Actualizarea ingredientelor active din Standardul de
cuantificare ADN reactiv din cutia de accesorii, pentru a-I
armoniza cu Fisa cu date de securitate.

Actualizarea conventiilor de denumire ale modulului Local Run
Manager al VeriSeq NIPT, pentru consecventa cu alte
documentatii.

Adaugarea istoricului reviziilor.

Nr. document Octombrie Corecturi minore.
1000000078751 v04 2020
Nr. document Septembrie Actualizarea listei de materiale pentru a prezenta specificatiile
1000000078751 v03 2020 echipamentului de laborator, impreuna cu optiunile compatibile
cunoscute.
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Document Data Descrierea modificarii
Nr. document Februarie Actualizarea prezentarii informatiilor din sectiunea Performanta
1000000078751 v02 2020 clinica, pentru a reda mai bine diferentele dintre tipurile de

screening de baza si pentru intregul genom.

Addaugarea noii sectiuni Diferente de performanta intre
screeningul de baza si screeningul la nivel de genom.
Eliminarea informatiilor contradictorii despre caracterul optional
al raportului suplimentar din sectiunea Principiile procedurii.
Actualizarea conventiei de denumire pentru software-ul v2
Managerul fluxului de lucru VeriSeq NIPT in intregul document,
pentru uniformitate stilistica.

Actualizarea etichetdrii adreselor pentru lllumina din Australia si
Tarile de Jos, pentru a reflecta schimbari recente.

Nr. document August 2019 Eliminarea pasului dublat din Extragerea ADN-ului liber
1000000078751 vO1 circulant, cauzat de o eroare a software-ului de publicare.
Nr. document Mai 2019 Versiunea initiala.

1000000078751 vOO

Nr. document 1000000078751 v08 RON 75 din 76
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO



Prospect pentru Solutia VeriSeq NIPT v2 illumina

Brevete si marci comerciale

Prezentul document si continutul sdu constituie proprietatea lllumina, Inc. si a afiliatilor sai (,lllumina”) si sunt destinate exclusiv pentru
utilizarea contractuald de catre client in legdtura cu folosirea produsului sau produselor descrise in prezentul document si in niciun alt scop.
Acest document si continutul sdu nu trebuie utilizate sau distribuite pentru niciun alt scop si/sau nici comunicate, divulgate sau reproduse in
orice alt mod sin orice forma fara consimtamantul prealabil acordat in scris de lllumina. lllumina nu transmite, in temeiul brevetelor sale,
marcilor sale comerciale, drepturilor sale de autor sau in temeiul dreptului comun, nicio licenta si nici drepturi similare ale oricaror terti prin
acest document.

Instructiunile din acest document trebuie respectate in mod strict si explicit de catre personalul calificat si corespunzator instruit pentru a
asigura utilizarea corespunzatoare siin sigurantd a produsului descris/produselor descrise ih acest document. Inainte de utilizarea acestui
produs/acestor produse, intreg continutul acestui document trebuie citit si inteles in intregime.

FAPTUL DE A NU CITI COMPLET SI DE A NU RESPECTA IN MOD EXPLICIT TOATE INSTRUCTIUNILE CUPRINSE IN PREZENTUL DOCUMENT
POATE DUCE LA DETERIORAREA PRODUSULUI SAU PRODUSELOR, LA VATAMAREA PERSOANELOR, INCLUSIV A UTILIZATORILOR SAU
ALTOR PERSOANE SI LA DAUNE ALE ALTOR PROPRIETATI SI VA ANULA ORICE GARANTIE APLICABILA PRODUSULUI SAU PRODUSELOR.

ILLUMINA NU TSI ASUMA NICIO RASPUNDERE CARE DECURGE DIN UTILIZAREA INADECVATA A PRODUSULUI SAU PRODUSELOR
DESCRISE IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A COMPONENTELOR SAU SOFTWARE-ULUI ACESTORA).

© 2022 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Toate marcile comerciale sunt proprietatea lllumina, Inc. sau a proprietarilor lor respectivi. Pentru informatii specifice privind marcile
comerciale, consultati www.illumina.com/company/legal.html.

Informatii de contact

ul C€

lllumina 2797
5200 lllumina Way IVD Sponsor australian
San Diego, California 92122 S.U.A. lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

. . lllumina Netherlands B.V. .
www.illumina.com Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Tarile de Jos

Etichetarea produsului
Pentru referintele complete ale simbolurilor care apar pe ambalajele si etichetele produselor, consultati legenda
simbolurilor de la adresa support.illumina.com din fila Documentation (Documentatie) pentru setul dvs.

Un rezumat privind siguranta si performantele (SSP) este disponibil la https://ec.europa.eu/tools/eudamed,
dupa lansarea Bazei de date europene privind dispozitivele medicale (Eudamed). Acesta este asociat cu Basic
UDI-DI (0081627002NIPTRP).
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