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1 Proposito previsto

1 Propésito previsto

El Plasma-SeqSensei™ IVD Software esta indicado para analizar los
resultados de secuenciacion obtenidos con el Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kit de Sysmex Inostics (datos de secuenciacion de ultima
generacion (Next-Generation Sequencing, NGS)) con el fin de controlar la
validez y detectar y notificar mutaciones en las regiones de interés de los
ensayos.

El software puede detectar sustituciones en forma de variantes de un solo
nucledtido (Single-Nucleotide Variant, SNV), alteraciones de insercion o
eliminaciéon y mutaciones de eliminacién o insercion (indels), segun lo
especificado para el ensayo Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific VD
correspondiente.

El software debe utilizarse con un Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD
Kit especifico para permitir que el profesional médico pueda determinar el
posible beneficio del tratamiento para pacientes con cancer. La informacion
generada por el software nunca debe ser el Unico factor determinante para
tomar decisiones médicas. Debe complementarse con otros hallazgos
clinicos y los antecedentes del paciente.

El software esta disefiado para ser usado por personal con la formacion
adecuada en un entorno profesional de laboratorio.

Importante: E/ software Unicamente puede utilizarse con un Plasma-
SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit de Sysmex Inostics conforme a las
instrucciones de uso de ese producto; nunca debe utilizarse con otros tipos
de productos o ensayos desarrollados en laboratorio.
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2 Introduccioén

2 Introduccion

Las presentes instrucciones de uso describen la utilizacién del Plasma-
SeqSensei™ VD Software para el analisis de Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kits de Sysmex Inostics.

Lea atentamente este manual antes de utilizar el software. Conserve este
manual en lugar seguro y accesible para consultas posteriores.

Aunque hemos tomado numerosas precauciones para garantizar la calidad
del contenido de este manual, pongase en contacto con el departamento de
servicio técnico de su representante local autorizado de Sysmex si
encuentra errores u omisiones.

Quedan prohibidas las practicas de modificacion, traduccion, ingenieria
inversa, descompilacion y desensamblaje de este manual y del software.
También se prohibe crear elementos derivados que estén basados en este
manual o en el software. Asimismo, esta prohibida la copia de este manual
o del software para fines distintos de mantener una copia de seguridad
conforme al acuerdo de licencia.

Para obtener informacién adicional, pdngase en contacto con el
representante local autorizado de Sysmex.

2.1 Concepto del producto
El Plasma-SeqSensei™ IVD Software permite al usuario planificar y analizar

carreras de secuenciacion del Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit
y generar informes para las muestras analizadas.

2.2 Especificaciones del entorno de ejecucion

Sistema operativo: Windows® 10 (64 bits)

CPU: CPU reciente (Intel® Core™ i5/7 o AMD
Ryzen™)

RAM: 16 GB

Almacenamiento: 10 GB de espacio disponible en disco

Resolucion de la pantalla: = 1.440 x 810 pixeles
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2 Introducciéon

2.3 Marcas comerciales

= Los nombres de empresas y productos que aparecen en estas
instrucciones de uso son marcas comerciales o registradas de sus
respectivos propietarios.

= El hecho de que una marca comercial no se mencione explicitamente
en estas instrucciones de uso no autoriza su utilizacion.

= Los simbolos ™ y ® no aparecen explicitamente en estas
instrucciones de uso.

2.4 Licencias

2.4.1 Licencia de usuario final

El usuario del Plasma-SeqSensei™ IVD Software debe aceptar el acuerdo
de licencia de Sysmex Inostics GmbH antes de instalar el software. Para
conocer el texto integro de los Términos y condiciones generales de las
licencias de software de Sysmex Inostics GmbH, consulte el » 11 Apéndice
A, pagina 57/61.

2.4.2 Licencia de COSMIC (Qiagen)

El uso de la herramienta COSMIC Dynamic Software Tool Large Enterprise
en el Plasma-SeqSensei™ VD Software esta cubierto por un acuerdo de
licencia con Qiagen K. K.

243 GNU

La politica de la licencia publica general de GNU (www.gnu.org/licenses) se
aplica a algunas partes de este software. Pdngase en contacto con la
sucursal o delegacion comercial mas proxima si desea obtener el codigo
fuente o informacién detallada sobre aquellas partes del software a las que
se aplica la politica de licencia publica general de GNU. Para aquellas partes
del software que no estén afectadas por la licencia publica general de GNU,
quedan prohibidos el acceso al cédigo fuente, las practicas de ingenieria
inversa, la compilacion inversa y los intentos de desensamblar el software.

2.5 Proteccion de datos personales

En la medida en que se procesen datos personales, el usuario debe cumplir
las disposiciones legales en materia de proteccion de datos.
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3 Advertencias y precauciones

3 Advertencias y precauciones

La informacion generada durante el uso de este producto nunca debe ser el
Unico factor determinante para tomar decisiones médicas. Debe
complementarse con otros hallazgos clinicos y los antecedentes del
paciente.

Importante: E/ software Unicamente puede utilizarse con un Plasma-
SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit de Sysmex Inostics conforme a las
instrucciones de uso de ese producto; nunca debe utilizarse con otros tipos
de productos o ensayos desarrollados en laboratorio.

Todo uso distinto del propésito previsto indicado se considerara como un
uso para una indicacién no autorizada.

Sysmex no asumira responsabilidad alguna en relaciéon con dafios o
perjuicios derivados del uso para una indicacién no autorizada.

3.1 Usuarios

El Plasma-SeqSensei™ VD Software unicamente debe utilizarlo personal
con la formacion adecuada en un entorno profesional de laboratorio.

Si se produce un fallo de funcionamiento, consulte las instrucciones de uso.
Para solicitar asistencia adicional, pongase en contacto con el representante
local autorizado de Sysmex.

3.2 Garantia de funcionamiento del Plasma-SeqSensei™ IVD
Software

Para garantizar un funcionamiento 6ptimo del Plasma-SeqSensei™ VD
Software, se requiere un mantenimiento frecuente del Plasma-SeqSensei™
IVD Software y el sistema operativo Microsoft Windows®. En los capitulos
siguientes se explican las tareas correspondientes.

Nota: Para el proceso de instalacion y actualizacion del Plasma-
SeqSensei™ [IVD Software, es necesario disponer de derechos de
administrador local en el dispositivo en cuestion.

Importante: Es obligatorio disponer de una conexion a internet activa para
recibir notificaciones de las actualizaciones del software.
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3 Advertencias y precauciones

3.2.1 Mantenimiento del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

El servicio de actualizacién del Plasma-SeqSensei™ |VD Software
comprueba al iniciar el software si se dispone de conexion activa a Internet
y conexion al servidor de actualizaciones. Si no se pueden establecer estas
conexiones, aparecera un botén con un aspa roja en la parte inferior derecha
de la pantalla de la aplicacién. Al hacer clic en el botdn, se le solicitara
verificar su conexién a Internet y la configuracion del cortafuegos para
garantizar la correcta ejecucion del servicio de actualizacion de software.

x

Si el servicio de actualizacion se conecta correctamente, el Plasma-
SeqSensei™ VD Software le enviara una notificacion cuando haya
disponible una nueva version del Software Plasma-SeqSensei™ VD para
su descarga. Si tiene que instalar una nueva version del Plasma-
SeqSensei™ VD Software, puede comenzar el proceso tras iniciar el
software o bien usar el botén [Update available] (Actualizacion disponible)
en la pantalla de la aplicacion cuando prefiera. Para este paso, necesitara
tener derechos de administrador.

En el caso de la actualizacion de ensayos Plasma-SeqSensei™ VD
existentes, solo aparecera el boton [Update available] (Actualizacion
disponible) en la pantalla de la aplicacion para iniciar el proceso de
actualizacion. Si es posible, utilice siempre la ultima version disponible del
Plasma-SeqSensei™ |VD Software y ensayos. Después de instalar la
version mas reciente del software, no podra volver a una version anterior.

Cuando estén disponibles nuevos ensayos Plasma-SeqSensei™ VD, el
software se lo notificara mostrando un botén [New assay available] (Nuevo
ensayo disponible) en la pantalla de la aplicacion.

Habra disponible una nota de publicacién con detalles sobre la nueva
version del Plasma-SeqSensei™ IVD Software para su descarga en
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3 Advertencias y precauciones

https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ o utilizando el botén del

manual del usuario situado en la parte inferior de la pantalla de la aplicacion.

3.2.2 Sistema operativo de Microsoft

La instalacion, la actualizaciéon y la seguridad del sistema operativo de
Microsoft quedan bajo la responsabilidad del usuario. Se recomienda que el
servicio de actualizacion esté activado y se ejecute con frecuencia. Tenga
en cuenta que el reinicio automatico del sistema operativo Windows® tras
las actualizaciones puede interrumpir el analisis de datos que se esté
llevando a cabo con el software Plasma-SeqSensei™. Se recomienda
desactivar el reinicio automatico o configurar las horas activas del sistema
en el menu de actualizaciones de Windows® segun proceda.

3.2.3 Limitaciones del sistema

Tipos de archivos de entrada

fastq.gz

Dispositivos de secuenciacion

compatibles

lllumina NextSeq500/550

Numero minimo de muestras que
deben analizarse por analisis

Numero maximo de muestras que
deben analizarse por analisis

16 (kit estandar) o 32 (con el kit de
extension)

Numero maximo de placas que
deben analizarse por analisis

1 (kit estandar) o 2 (con el kit de
extension)

Numero de controles que deben
analizarse por placa y analisis

2 (Positive Control [PC] y No
Template Control [NTC])

Numero de ensayos que deben
agruparse por carrera de
secuenciacion

Ninguno

Nota: Se frata de un ensayo unico;
no se puede agrupar con otros
ensayos a la vez en el dispositivo de
secuenciacion.
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3 Advertencias y precauciones

3.2.4 Limitaciones de responsabilidad

Sysmex no asume ninguna responsabilidad en relacion con los fallos del
Plasma-SeqSensei™ IVD Software que se deriven:

s del incumplimiento de los procedimientos de mantenimiento
descritos anteriormente;

s del uso del sistema haciendo caso omiso de las limitaciones del
sistema.

3.3 Virus informaticos

Se ha verificado que el producto que puede descargar de htips://sysmex-
inostics.com/ no contiene virus informaticos.

3.4 Entorno operativo

Para conseguir unos resultados o6ptimos, el Plasma-SeqSensei™ VD
Software debe instalarse en el mismo ordenador en el que se almacenen los
datos de secuenciacién. Si la conexién se efectia a través de una red,
pueden incrementarse los tiempos de analisis en funcion de la velocidad de
carga/descarga de la conexion de red, o bien el analisis puede detenerse
por completo.

La administracién de la red quedara integramente bajo la responsabilidad
de la organizacion del usuario, que debe garantizar de forma efectiva la
seguridad de la red para proteger sus recursos. Entre las funciones de
seguridad recomendadas se incluyen la autorizacion del acceso a la red, la
limitaciéon del acceso a Internet y la implantacion de tecnologias de
hardware/software que eviten intrusiones asociadas a virus/malware.
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4 Especificaciones del dispositivo de secuenciacion

4 Especificaciones del dispositivo de
secuenciacién

El Plasma-SeqSensei™ Software se ha desarrollado para el analisis de
datos brutos de secuenciacion (proporcionados como archivos .fastq.gz)
obtenidos mediante el uso de diferentes dispositivos de secuenciacion
lllumina. El Plasma-SeqSensei™ IVD Software solamente es compatible
con los dispositivos lllumina NextSeq™500 e lllumina NextSeq™550.

Durante el desarrollo de los Plasma-SeqSensei™ VD Kits, se utilizé el
software de control indicado a continuaciéon. Si utiliza una versibn mas
reciente del software de control, asegurese de que funciona correctamente
antes de iniciar la carrera de secuenciacion. Asimismo, compruebe que la
hoja de muestras generada por el Plasma-SeqSensei™ IVD Software sea
compatible con esa version mas reciente del software de control de los
dispositivos lllumina.

Nombre del software Fabricante/Proveedor
NextSeq™ Control Software v4.0.1.41 lllumina, Inc.
NextSeq™ Local Run Manager Software v2.4.0 |lllumina, Inc.

4.1 Adquisicion de datos

En funcion de la configuracién del procesamiento posterior, pueden
utilizarse diferentes rutas de adquisicion de datos. Todas estas rutas se
basan en la configuracion de la hoja de muestras realizada durante la etapa
de planificacion del analisis asociada a la carrera de secuenciacion.

El dispositivo de secuenciacion NextSeq™ permite utilizar dos rutas
distintas.

1. La ruta recomendada es usar el Local Run Manager (LRM) del
dispositivo NextSeq™. ElI LRM permite generar archivos FASTQ
directamente con el secuenciador si se selecciona la opcion
«GenerateFASTQ Module» (Médulo GenerateFASTQ) en los
ajustes. En este caso, el software llevara a cabo una
demultiplexacién y un recorte de adaptadores, aplicando para ello
los ajustes seleccionados para la hoja de muestras y los
adaptadores. El ordenador en el que se ejecute el Plasma-
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4 Especificaciones del dispositivo de secuenciacion

10/61

SeqSensei™ VD Software debera disponer de acceso a los
archivos FASTQ obtenidos de la secuenciacion (.fastq.gz).

Importante: Cuando utilice el LRM, habra que anadir el «Adapter»
(Adaptador) y su secuencia (que figuraran en la hoja de muestras,
ver el ejemplo de hoja de muestra en el » capitulo 6.1 M6édulo «Run
Planning» (Planificaciéon del analisis), paso 7.c pagina 20/61) en la
seccion «Advanced Module Settings» (Ajustes avanzados del
modulo) para que el recorte de adaptadores se realice de forma
correcta.

Durante la configuracion manual, el dispositivo NextSeq™ escribira
la informacién de secuenciacién en una carpeta del analisis en el
formato binario de identificacion de bases (archivos .bcl) y no
realizara ningun tipo de demultiplexacion o recorte de adaptadores.
La demultiplexacion y el recorte de adaptadores se llevan a cabo
manualmente por el cliente tras la secuenciacion, usando para ello
el software bcl2fastq proporcionado por lllumina y una hoja de
muestras compatible con el software bcl2fastq, que puede
generarse durante la planificacién del analisis. El ordenador en el
que se esté ejecutando el Plasma-SeqSensei™ |VD Software
debera disponer de acceso a los archivos FASTQ resultantes
(.fastq.gz).
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

5 Pasos iniciales y diseno de la ventana del
programa

5.1 Pasos iniciales

= La escala de la pantalla del ordenador debe ajustarse al 100 % (si
la resolucion de la pantalla es de 1.440 x 810 pixeles). Aparecera
un mensaje de advertencia si la resolucién o la escala de la pantalla
estan fuera del rango aceptado. El software le dirigira
automaticamente a la configuraciéon de pantalla en caso necesario.

= Puede descargar el programa en: https://sysmex-
inostics.com/products/kit-specs/.

= Debe adquirir la clave de licencia a Sysmex Inostics GmbH antes de
instalar el programa.

= Sera necesario disponer de derechos de administrador en el
ordenador en cuestion.

5.1.1 Descarga e instalacion del software

El Plasma-SeqSensei™ |IVD Software se puede descargar de
https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ como un archivo
comprimido (.zip).

Descargue el archivo en la carpeta de descargas de Windows 10, haga clic
con el bot6n secundario del ratén en el archivo y, a continuacion, seleccione
«Extract All...» (Extraer todo...). En la ventana siguiente, haga clic en
«Extract» (Extraer). La carpeta con los archivos extraidos se abrird
automaticamente. Para iniciar el proceso de instalacion, haga doble clic en
el archivo «Plasma-SeqSensei™ VD Software»; (no extraiga los archivos
comprimidos (.zip) de los ensayos, que también estan ubicados en esa
carpeta). Siga las instrucciones de instalacién que apareceran en pantalla.
Acepte el acuerdo de licencia e introduzca la clave de licencia cuando asi
se le solicite.

Durante el proceso de instalacion, sera necesario disponer de derechos de
administrador para poder realizar la instalacion completa del software.
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

Es necesario que el software esté instalado localmente en el disco duro del
dispositivo. No ejecute el archivo .msi (archivo de instalacion de Windows®)
en una unidad de red.

5.1.2 Adquisiciéon de una clave de licencia

Tras la compra de Plasma-SeqSensei™ IVD Kits, Sysmex Inostics GmbH
proporcionara una clave de licencia por cliente.

5.1.3 Inicio del programa
Haga doble clic en el icono Plasma-SeqSensei™ VD del escritorio: ﬁ

5.1.4 Cierre del programa

. 3 .
1. Para cerrar el programa, haga clic en la «X» ( ) situada en la
esquina superior derecha de la ventana del software o en la «X» en

un circulo gris (Q) situada en la esquina inferior izquierda de la
ventana del software.

2. Aparecera una ventana indicandole que confirme si desea cerrar el
programa.

3. Haga clic en [Yes] (Si) para salir o en [No] (No) para continuar con
la sesion del Plasma-SeqSensei™ VD Software.

5.2 Resumen de los iconos y las funciones

Icono Funcion

Regresar a la pantalla principal.

Salir del software.

No hay disponible una conexion activa al
X servidor de actualizacion.

Informacién del software/software de
cédigo abierto.

12/61
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

Icono Funcion

Enlace a la informacion técnica y las
instrucciones de uso para el Plasma-
SeqSensei™ IVD Kit y el Plasma-
SeqSensei™ VD Software

UPDATE Actualizacién disponible para el Plasma-
AVAILABLE SeqSensei™ VD Software
NEW ASSAY Nuevo ensayo Plasma-SeqSensei™ VD
AVAILABLE disponible

Las pestafias de seleccién de modulos
siempre estaran visibles para poder
cambiar de moédulo.

Moédulo «Run Planning» (Planificacion del
analisis)

Modulo «Data Analysis» (Analisis de
datos)

DATA ANALYSIS

Maodulo «Reporting» (Informes)

Elimina toda la informacion introducida en
Reset ‘ la pagina seleccionada del médulo «Run
Planning» (Planificacion del analisis).

Ir a la pagina anterior del modulo «Run

Back . . Ly .
Planning» (Planificacion del analisis).

Ir a la pagina siguiente del médulo «Run
Planning» (Planificacion del analisis).

Mext |
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

Icono Funcion

Eliminar la muestra del médulo «Run
Planning» (Planificacion del analisis).

Exportar el archivo especifico del médulo
«Run Planning» (Planificacion del
andlisis).

Desplazarse para seleccionar los archivos
o las carpetas deseados en el médulo
«Data Analysis» (Analisis de datos).

Iniciar el analisis de los datos.

Volver a cargar la pagina para incluir los
ultimos datos en el médulo «Reporting»
(Informes).

Regresar al resumen del médulo
«Reporting» (Informes).

Search for Analysis Name or Info

Buscar resultados de analisis en el
modulo «Reporting» (Informes).

Previous 1 Next

Ir a otras paginas de resultados de
analisis en el médulo «Reporting»
(Informes).

[tems per Page: 10

-

Modificar el numero de elementos visibles
por pagina (entre 5 y 50) en el modulo
«Reporting» (Informes).

Exportar todos los informes de un
determinado analisis en formato .pdf.

Descargar el archivo de la muestra

seleccionada en formato .bam.
: Descargar el archivo de la muestra
L .
VCH) seleccionada en formato .vcf.
Descargar el archivo/informe de la
PDE muestra seleccionada en formato .pdf.
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

Icono Funcion

Detener y cancelar el proceso de analisis
l Cancel J en el médulo «Data Analysis» (Analisis de
datos).

Eliminar datos de un analisis especifico
Delete ) .
en el médulo «Reporting» (Informes).

5.3 Vision general de la interfaz de usuario

3 N @ Regresar a la pantalla principal
(2) Mddulo «Run Planning»

(3) Modulo «Data Analysis»
@ N (#) Modulo «Reporting»
=iV ' (5) salir del software

= (6) Manual del usuario

®— - @ tnformacion e software
J
1

®
o &

5.3.1 Modulo «Run Planning» (Planificaciéon del analisis)

N ® Regresar a la pantalla principal
—L 0 Piasma-Seqsense™ VD Software e .
——— (2) salir del software
(3) Manual del usuario

(4) Informacion del software

DATA AMALYSIS
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

@ . (1) Regresar a la pantalla principal
— () Plasma-SeqSensei™ IVD Software > s mex
(2) Exportar todos los informes en
@ BC_VD Test formato .pdf
e
e o e @ Regresar al resumen del

modulo «Reporting»
(8) salir del software

' @ (5) Eliminar resultados

@ Manual del usario
@ —‘ f__ @ (7) Informacion del software
@ —@

@_ - (1) Regresar a la pantalla principal
: ¥ tuar SYSMmex
® Sallir del software

@ Péagina anterior

@ Pagina siguiente
(5) Manual del usuario

(6) Informacién del software

@
9

@~ -®

. ’ (1) Regresar a la pantalla principal
- ' : Sysmex

@ Restablecer la informacién
infroducida

—— @ (3) salir del software
(4) Eliminar muestra

Sample Configuration

@ Pagina anterior
(6) Pagina siguiente

® (7) Manual del usuario
Informacién del software
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

®_

@ -1 Plasma-SeqSensei™ IVD Software

RUN PLANNING

File Exports

Sampie Sheet belfisy (&)

Sampe Shest LA (<)

(1) Regresar a la pantalla principal
(2) Salir del software

-

sysmex

(3) Pagina anterior
@ Pagina siguiente
(5) Manual del usuario

(8) Informacion del software

®
®

(1) Regresar a la pantalla principal

smex
(2) salir del software
@ Pagina anterior
[ S
o m—- @ Pagina siguiente

@ Manual del usuario
@ Informacion del software

®

—®

e @ Regresar a la pantalla principal
“sysmex

(2) Exportar archivos

(3) Salir del software

@ Pagina anterior

@ Manual del usuario

@ Informacion del software
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

5.3.2 Mobdulo «Data Analysis» (Analisis de datos)

- (1) Regresar a la pantalla principal
(2) Salir del software
(3) Manual del usuario

@ Informacién del software

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

@ (1) Regresar a la pantalla principal
—— () Plasma-SeqSensei™ IVD Software mex
——— (2) salir del software
PR openting b (3) Explorar archivos/carpetas
S (@) Iniciar analisis

(5) Manual del usuario
— @ @ Informacion del software

Sample Sheet Sequencing Quality Metrics.

Info

n @ Regresar a la pantalla principal
@ e n tw Fovsmex
(2) salir del software

(3) Cancelar el analisis
@ Manual del usuario

(5) Informacion del software

: : @
®— '_—@
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5 Pasos iniciales y disefio de la ventana del programa

5.3.3 Modulo «Reporting» (Informes)

RUN PLANNING DATA AMALYSIS

@ Regresar a la pantalla principal

Q;meEX

@ Salir del software

@ Manual del usuario

@ Informacion del software

@ Regresar a la pantalla principal
-

ssmex (2) Actualizar la tabla

@ @Salir del software
@ Campo de introduccion de
informacion para buscar

@ resultados de analisis
@ Péagina anterior/siguiente

@ @Ajustar el nimero de elementos
@ visibles por pagina
— @ Manual del usario

T Informacion del software

(1) Regresar a la pantalla principal

avsmex

@ Exportar todos los informes en
formato .pdf
@ Regresar al resumen del
madulo «Reporting»
@ @ Salir del software

(5) Eliminar resultados
@ Manual del u

'— @ (7) Informacion del software
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6 Modbdulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6.1 Modulo «Run Planning» (Planificacion del analisis)

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software "svsmex

RUN PLANNING

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

El médulo «Run Planning» (Planificacion del analisis), de color azul, se
utiliza para planificar la carrera de secuenciacion, incluidos los siguientes
parametros:

Tipo de ensayo

Dispositivo de secuenciacion

Uso del kit de secuenciacion
Tipo(s) de placa (A y/o B)

Numero de muestra

Nombre de la muestra
Concentracion de la muestra
Ubicacion de la muestra en la placa
Generacion de la hoja de muestras
Distribucion de la placa

Utilice la hoja de muestras para permitir la posterior demultiplexacién y el
recorte de adaptadores de los datos en las diferentes configuraciones
posibles. La demultiplexacioén y el recorte de adaptadores no forman parte
de este software de analisis (consulte el » capitulo 4.1 Adquisicién de datos,
pagina 9/61).
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ VD Software

Debe realizar la planificacion del analisis después de la cuantificacion de
muestras de cfDNA mediante Qubit™ y antes de iniciar la PCR UID.

Nota: La medicién de las muestras con Qubit permite obtener una primera
aproximacion del contenido de ADN de partida para determinar la carga de
la muestra. La cuantificaciéon final de las muestras, que posiblemente
presente diferencias, se realizara durante la secuenciacién de la libreria
mediante el cuantificador interno (Quantispike).

|

Plasma-SeqSensei™ IVD Softwa

-t
e “sysmex

RUN PLANNING

Run Settings

1. Sequencing Device

Hllumina NextSeq™ soo/550

2. Plasma-SeqSensei™ Assay 3. Sequencing Kit

Breast Cancer Mid Output Kit v25 (50-cycle)

1. Haga clic en el médulo «Run Planning» (Planificacion del analisis),
de color azul.

2. Seleccione los ajustes del analisis.

a.
b.

Seleccione un dispositivo de secuenciacion.

Seleccione el Plasma-SeqSensei™ Assay que desee
utilizar.

Seleccione el kit de secuenciacion que desee utilizar.
Seleccione la placa que desee utilizar (A y/o B) e introduzca
la referencia del articulo (con el formato ZR15xxxx) y el
ndmero de lote (con el formato D2xxxx) del Plasma-
SeqSensei™ Assay-Specific Kit que desee utilizar.

Nota: Si va a procesar mas de 16 muestras en un mismo
analisis (hasta un maximo de 32 muestras), debera utilizar
dos Plasma-SeqSensei™ |VD Kits y el Plasma-
SeqSensei™ Extension IVD Kit con la placa B.
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Importante: No use el mismo tipo de placa dos veces en un
mismo analisis.

Si se produce algun error, puede eliminar toda la
informacion introducida haciendo clic en el boton [Reset]
(Restablecer) situado en la parte inferior izquierda de la
pagina.

Aparecera una ventana indicandole que confirme si desea
restablecer la pagina.

3. Haga clic en [Next] (Siguiente). Aparecera una ventana
preguntandole si la placa marcada se ha utilizado con anterioridad.

22 /61

il Plate re-usage

o #75: Has Plate A been used before?

a.
b.

Seleccione [Yes] (Si) o [No] (No).

Si selecciona [Yes] (Si), aparecera una nueva pantalla en la
que podra marcar las posiciones de la placa que
correspondan a analisis anteriores, con el fin de evitar el uso
repetido de pocillos vacios de la Plasma-SeqSensei™ Index
Primer Plate. Esos pocillos no se podran seleccionar en los
pasos posteriores de planificacion de este analisis.

Nota: Los pocillos de la columna 1 (Positive Control) y la
columna 12 (No Template Control) se seleccionaran
automéaticamente.

Plate Re-Usage Configuration
Plate A

Select sample positions that were used in a previous run by clicking to block them for the automated plate layout configuration.
Please note thet control Puﬂ‘iuni (celumn 1 and 12) are blocked by default if a sample posﬂiqn s blocked in the same row.

Layout 1 2 3 4 5 & 7 8 § 10 " 12
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ VD Software

c. Haga clic en [Next] (Siguiente) para pasar a la pagina
siguiente o en [Back] (Atras) para retroceder una pagina y
modificar la informacién introducida.

4. En la tabla «Sample Configuration» (Configuracion de muestras),
introduzca el nombre y la concentracion de las muestras.

Nota: Los nombres y las concentraciones de las muestras se
pueden introducir con facilidad copiandolos de dos columnas de una
hoja de Excel y pegandolos.

a. Escriba nombres unicos para las muestras (como minimo,
2 muestras) sin usar caracteres especiales; Unicamente
deben utilizarse caracteres alfanuméricos. El software
llevara a cabo una comprobacion de conformidad.

Nota: E/ software ordenara automaticamente las muestras,
tomando como referencia la ubicaciéon del pocillo vacio
situado en la posicién mas superior de la placa en cuestion,
al pasar a la pagina siguiente.

b. Introduzca la concentracién de la muestra expresada en
ng/116 ul de eluato por muestra (usando un punto como
separador decimal; p.ej.,, 8.5ng). La informacién
introducida para la muestra debe estar dentro de los rangos
de entrada especificos del ensayo. El software llevara a
cabo una comprobacion de conformidad al avanzar a la
pagina siguiente.

Sample Configuration Humina NextSeq™ 500/s50

o5

c. Puede eliminar los nombres de las muestras, incluidas las
concentraciones, haciendo clic en la «X» situada al final de
la linea, o bien restablecer toda la informacion introducida
haciendo clic en el botén [Reset] (Restablecer) situado en
la esquina inferior izquierda de la ventana.
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

i. Aparecera una ventana indicandole que confirme que
es necesario eliminar la muestra seleccionada o la
pagina completa.

ii. Una vez que haya seleccionado [OK] (Aceptar) o [Yes]
(Si), podra afadir un nombre y una concentracion
nuevos para la muestra.

d. Enlaesquina superior derecha, se indicara la capacidad de
Reads del kit de secuenciacion seleccionado (las barras
azules y verdes indican valores dentro de los rangos
aceptables, mientras que una barra gris indica que existe
sobrecarga del kit de secuenciacion seleccionado).

Illumina NextSeq™ so0/550
Mid Output Kit v2.5 (150-cycle] | 83.1 %

Illumina NextSeq™ soo/550
Mid Output KE 2.5 (150-cycle) | 925%

Illumina NextSeq™ s00/550

e. Haga clic en [Next] (Siguiente) para pasar a la pagina
siguiente o en [Back] (Atras) para retroceder una pagina y
modificar la informacién introducida.

5. Compruebe la informacién introducida; para ello, revise
atentamente el resumen especifico de la placa.

[P ———. - x
s ™ " -l
Plasma-SeqSensei™ IVD Software ¥ sysmex
RUN PLANNING
Plate A Summary
Plasma-SeqSensei™ Assay:  Breast Cancer N
Lot Number o222 ~ I I
Aticle Number Ris0544 - I I N
¢ e ot ooz e
somses sorves
Plate Locations Plasma-SeqSensei™ Assay Sample Name DNA Amount [ng] Target Read Count
con ereast Cancer re 43 1252014
cr2 ereast ancer wre 00 o
o2, o3, cos. o5, o5 Sreast Cancer sanpiet 00 esa012
o7, cos. co9, 10,11 Breast Cancer Sanpie2 w03 a2
002, 005, 004,005, 006 ereast Cancer Samples 00 1ass6765
007, 008, 009, D10, D11 ereast Cancer Sampled a0 210023
Back Next |
wo
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ VD Software

a. Apareceran el ensayo Plasma-SeqSensei™, asi como el
numero de lote y la referencia.

b. Los pocillos que vayan a utilizarse para el analisis
apareceran marcados con los nombres de las muestras;
también se marcaran aquellos con Positive Control (PC) y
No Template Control (NTC).

c. Los pocillos usados con anterioridad apareceran marcados
€n gris oscuro.

d. La ubicacién de la placa, el ensayo Plasma-SeqSensei™,
el nombre de la muestra, la concentracion de la muestra en
ng y los valores objetivo de Reads apareceran en una lista
en la parte inferior de la pantalla.

e. Haga clic en [Next] (Siguiente) para pasar a la pagina
siguiente o en [Back] (Atras) para retroceder una pagina y
modificar la informacién introducida.

6. Compruebe la informacion introducida; para ello, revise la seccion
«Sequencing Run Summary» (Resumen de la carrera de
secuenciacion), en la que se especifican los siguientes parametros:

8 PlosmSeaSensel™ D Sofewore - x

Plasma-SeqSensei™ IVD Software "SOYSmeX

RUN PLANNING

Sequencing Run Summary

Plasma-SeqSensel™ Assay:  Breast Cancer T . 0

Number of Samples: 4

Plate A c = ==
Atticle Number: ~ ZR150544 o saroes Sampt

Lot Number:  D22222 :

Sequencing Device Humina NextSeq™ 500550

Sequencing Kt MG Outpu K2 5 (180-cycle)

Indexing Type: single

Total DNA input [ng] 2148

Total Target Reads: 6252013

Sequencing Capacity Usige:  nmm— 568%

Ensayo Plasma-SeqSensei™

Numero de muestras

Placa utilizada, con la referencia y el numero de lote
Dispositivo de secuenciaciéon

Kit de secuenciacion
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

a.

= Tipo de indexacion (campo rellenado
automaticamente)

= ADN de partida total (en ng)

= Valor objetivo total de Reads (campo rellenado
automaticamente)

= Uso de la capacidad de secuenciacién (campo
rellenado automaticamente)

= Distribucion de las dos posibles placas

Haga clic en [Next] (Siguiente) para pasar a la pagina
siguiente o en [Back] (Atras) para retroceder una pagina y
modificar la informacién introducida.

7. Apareceran tres archivos en la pagina de exportacion de archivos.
Pueden exportarse como archivos .csv (hoja de muestras) o .xIs
(distribucion de la placa), segun sea necesario.

-

Plasma-SeqSensei™ IVD Software 3

a.

26 /61

4
’

<

smex

RUN PLANNING

File Exports

Sample Sheet blafastq (csv) Sample Sheet LRM (.csv) Plate Layout (xis)

Pltelayout rpresenttion inexce e frmat.

Para exportar una hoja de muestras especifica o la
distribucion de la placa, haga clic en el boton [Export]
(Exportar), seleccione la ubicacion en su ordenador o red y
haga clic en [Save] (Guardar).

Puede exportar la distribucion de la placa (.xIsx) para fines
de documentacion.
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6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ VD Software

El LRM de la hoja de muestras (.csv), situado en el centro
de la pantalla, se aplica al iniciar la carrera de secuenciacion
con el Local Run Manager (LRM) de lllumina, Inc. Al cargar
la hoja de muestras del LRM en el software LRM del
dispositivo de secuenciacion, habra que seleccionar el
moédulo «GenerateFastQ».

Importante: En la secciéon «Advanced Module Settings»
(Ajustes avanzados del modulo), habra que incluir el
«Adapter» (Adaptador) y su secuencia (marcados en
amarillo en la hoja de muestras de ejemplo incluida a
continuacién) para que el recorte de adaptadores se realice
de forma correcta.

Ejemplo A (LRM y una placa):
A B C D E F G H 1 J

[Header], ...,

IEMFileVersion 4,,,,,,

Experiment Name,BCIVDLRM, ,,,,,

Date,2022-05-09 12:08:02.863719,,,,»

workflow,GenerateFASTQ,

Application,FASTQ Only,,

Assay,TruSeqLT,,,,,,

@ e e w

safeseq_sw,1.1.7,,,,,,
Chemistry,Default,,,,,,

10 |BC_IVD1,020000,None, .,
il

15 | [Settingsl,,,...,

16 | Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA,

7

18 [Datal,...m,

19 |sample_ID,Sample_Name,sample_plate,Sample_well,I7_Index_ID,index,Sample_Project,Description
20 |BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_3,3,C12,C12, TCGCTACTAC,BCIVDLRM,

21 |BC_IVD1_PCplatea_43_CO1 a,BC_IVDL PCplatea_43_CO1_a,a,C01,C01,CATGTGATAC, BCIVDLRM,

22 |BC_IVD1 Samplel_120_C02_&,BC_IVD1 Samplel 120 C02 a,a,C02,C02,GTCAGACTAG,BCIVDLRM,

23 |BC_IVD1 Samplel_120_C03_a,BC_IVD1 Samplel 120 C03 a,3,C03,C03,ATAGATCGCG,BCIVDLRM,

24 |BC_IVD1_Samplel_120_C04_&,BC_IVDL Samplel 120 C04_a,3,C04,C04, TCGTACACAG, BCIVDLRM,

25 |BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,a,C05,C05,ATCGAGAGAG,BCIVDLRM,

26 |BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG,BCIVDLRM,

27 BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,BC_IVDL_Sample2_450_C07_a,a,C07,C07,AGTGACTCTG,BCIVDLRM,

22 |BC_IVD1_Sample2_450_C02_a,BC_IVD1 Sample2 450 C08 a,a,C08,C08,CACAGTCTCA, BCIVDLRM,

29 |BC_IVD1_Sample2_450_C09_a,BC_IVD1 Sample2_450_C09_a,a,C09,C09, TATGACTCGC,BCIVDLRM,

27161
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Ejemplo B (LRM y dos placas):

1 |Headerl, .,

2 |IEMFileversiond,.,.,

3 |Experiment Name,BCIVDLRM2,,,
4 |Date,2022-05-09 12:16:33.881398,,,,
5 |Workflow,GenerateFASTQ. ...,

& |Application,FASTQ Oy, ...,

7 |Assay,Truseq LT,

& |safeseq_sw,117,.,,,

9 |chemistry,Default,,,,,

10 |BC_IVD1,020000,020000,,,,

12 | [Readsl, v,
13 148,11,

15 [Settings],...,
-

18 |[Datal,vy..,

19 sample_ID,sample_Name,Sample_Plate,Sample_WellI7_Index_ID,index,I5_Index_ID,index2,5ample_Project,Description

20 BC_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_a,a,A12,A12, ACTAGATCGT,a, TTGTATCTGG BCIVDLRM2,
21 BC_IVD1_NTCplateaplidx1_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidxl_0_A12_a,a,A12,A12, ACTAGATCGT,a,CAACCAAGCA,BCIVDLRM2,
22 |BC_IVDL_NTCplateaplidx2_0_A12_a,BC_IVDL NTCplateaplicx2_0_A12_a,a,A12,A12 ACTAGATCGT,a,GEACGGTGTT,BCIVDLRMZ,
23 |BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_a,a,A12,A12 ACTAGATCGT,a,CCAACGGTAA,BCIVDLRM2,
24 BC_IVD1_NTCplatebplidxo_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx0_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,CTCCACTGAA,BCIVDLRM2,
25 |BC_IVDL_NTCplatebplidxl_0_AL2 b,BC_IVD1_NTCplatebplidxl_0_A12_b,b,A12,A12 ACTAGATCGT,b,GTCCGGTACT,BCIVDLRM2,
26 BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,CTACTACTTG,BCIVDLRM2,
27 |BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,ACTTGCGATA,BCIVDLRM2,

28 |BC_IVDL_ P ) 43_A0L_2,BC_IVDL P! idx0_43_A01_a,3,A01,A01,CTACAGCAGT, 3, TTGTATCTGG,BCIVDLRM2,

29 BC_IVD1_P _43_AO1_a,BC_IVD1_P: lidx1_43_A01_a,3,A01,A01, CTACAGCAGT,,CAACCAAGCA,BCIVDLRM2,
30 BC_IVD1_P _43_AO1_a,BC_IVD1_P: idx2_43_A01_a,3,A01,A01,CTACAGCAGT,2,GGACGGTGTT,BCIVDLRM?,
31 BC_IVD1_P ,_43_AO1_a,BC_IVD1_P: idx3_43_A01_a,3,A01,A01, CTACAGCAGT, 3, CCAACGGTAA, BCIVDLRM2,
32 |BCIVD1_P ) 43_AO1_b,BC_IVD1_P )_43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,CTCCACTGAA,BCIVDLRM2,
33 |BCIVD1_P _43_AO1_b,BC_IVD1_P _43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b, GTCCGGTACT,BCIVDLRM2,
34 BC_IVD1_P ) 43_AO1_b,BC_IVD1_P _43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,CTACTACTTG,BCIVDLRM2,
35 BCIVD1_P ,_43_AO1_b,BC_IVD1_P ,_43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,ACTTGCGATA,BCIVDLRMZ,
36 BC_IVD )_120_A02_a,BC_IVD1 ¢ )_120_A02_a,3,A02,A02,ACACTGATGC, 2, TTGTATCTGG,BCIVDLRMZ,

d. La hoja de muestras bcl2fastq (.csv) del lado izquierdo de
la pantalla se utiliza cuando se emplea el software lllumina
bcl2fastq para la demultiplexacién, el recorte de
adaptadores y la generacion de archivos FASTQ.

Ejemplo A (bcl2fastq y una placa):

[Headerl,,,,,.,
IEMFileVersion,d,,,.,,
Experiment Name, BCIVDbcl2fastq,
Date,2022-05-09 12:07:50.975042,,,,
Workflow,GenerateFASTQ,,,.,,
Application,FASTQ,Only, ..,
Assay, TruSeqLT,,,.,
safeseq_sw,1.17,,,,,
Chemistry,Default,,,,,,
BC_IVD1,D20000,Nane, ,,,

EE I A R PRI

12 |[Reads], ;.
13 148,100,

15 | [SEttingslusmmmm
16 |FilterPCRDuplicates,0,,,,,,

17 |ReverseComplement,0,,,,,,

18 |VariantFilterQualityCutoff,30,,,,,

19 |outputgenomevct, FALSE, ,,,.

20 Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA, ..,

22 |[Datal,,,,000

23 |Sample_ID,Sample_Name,Sample_Plate,Sample_Well,I7_Index_ID,index,Sample_Project, Description
24 |BC_IVD1 NTCplatea_0_C12_a,BC_IVD1 NTCplatea_0_C12_a,3,C12,C12, TCGCTACTAC,BCIVDbcl2fast,
25 |BC_IVDL PCplatea 43 CO1 a,BC_IVD1 _PCplatea_43_CO1_a,a,C01,C01,CATGTGATAC, BCIVDbcl2fasta,
26 |BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,a,C02,C02,GTCAGACTAG,BCIVDbel2fastq,
27 |BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,a,C03,C03,ATAGATCGCG,BCIVDbcl2fasty,
28 |BC_IVD1 Samplel 130 €04 a,BC_IVD1 Samplel 120 C04_a,a,C04,C04, TCGTACACAG,BCIVDbcl2fastq,
29 |BC_IVD1 Samplel_120_C05_a,BC_IVD1 Samplel 120 C05_a,3,C05,C05,ATCGAGAGAG,BCIVDbcl2fastq,
30 |BC_IVD1 Samplel 120 C06_a,BC_IVD1 Samplel 120 C06_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG,BCIVDbel2fastd,
31 BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,3,C07,C07,AGTGACTCTG,BCIVDbcl2fastg,
32 |BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,a,C08,C08,CACAGTCTCA,BCIVDbcl2fast,
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Ejemplo B (bcl2fastq y dos placas):

1 |[Header] ...,y
2 |IEMFileVersion,d, ..,
3 |Experiment Name,BCIVDbcl 2fasta;
4 |Date,2022-05-09 12:16:25.131648,
5 |Workflow,GenerateFASTQ,
& |Application,FASTQ ONly, .
7 |Assay,Truseq LTy,

8 |safeseq_sw,1.1.7,,,,,
5 |Chemistry,Default,,,.,,
10 [BC_IVD1,020000,020000,

15 |[Settingsl,......

16 |FilterPCRDuplicates,
17 |ReverseComplement,o,
18 |VariantFilterQualityCutoff;
19 outputgenomevc, FALSE,,

20  Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA,

21

22 |[Datal,.....

23 |sample_ID,Sample_Name,sample_Plate,sample_Well,17_index_ID,index,I5_Index_ID,index2,sample_Project,Description
24|BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,3,A12,A12, ACTAGATCGT, TACAA,BCI
25 |BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,3,A12,A12, ACTAGATCGT,a,TGCTTGGTTG,BC
26 |BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_3,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,3,A12,A12 ACTAGATCGT,a,AACACCGTCC, BCl
27 |BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,3,A12,A12,ACTAGATCGT,a,TTACCGTTGG,BCI
28 |BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b, TTCAGT B
29 |BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b,AGT B
30 |BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b, B
31|BC_IVD1_NTCplateb_0_4 C_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b, TATCGCAAGT, B
32 |BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A01,A01,CT T, GATACAA, B
33 |BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_AO1_a,a,A0LA0L, CTACAGCAGT,a, TGCTTGGTTG, BCl
34 BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_AO1_a,3,A0L,A0L,CT T, TCC,BCI
35 |BC_IVD1_PCplatea_a3_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A0L A0, CT 7,3, TTACCGTTGG, BC)

36 |BC_IVD1_PCplateb_43_AO1_b,BC_IVD1_PCplateb_43_A01_b,b,A01,A0L CTACAGCAGT,b, TTCAGTGGAG,BCIVDbCI2fasta2,

e. Si necesita modificar la informacion introducida, puede
retroceder por las paginas haciendo clic en el botén [Back]
(Atras) situado en la esquina inferior derecha de la ventana.

29/61

PSSSWIFU.R4 | Instrucciones de uso



6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6.2 Mobdulo «Data Analysis» (Analisis de datos)

)

sysmex

¢

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software

DATA ANALYSIS

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

El médulo «Data Analysis» (Analisis de datos), de color verde, se utiliza para
iniciar la carrera de secuenciacion; para ello, se emplean:

= Archivos FASTQ comprimidos (.fastq.gz);
= Hoja de muestras del analisis, elaborada en el mdédulo «Run
Planning» (Planificacion del analisis).

Los archivos FASTQ se deben guardar de forma local en la misma unidad
que el Plasma-SeqSensei™ |IVD Software, en una Unica carpeta por carrera
de secuenciacion. No se pueden utilizar subcarpetas. Para transferir datos
desde BaseSpace™ de lllumina, debe copiar todos los archivos .fastq.gz en
una unica ubicacion de carpeta.

Nota: Los archivos fastq.gz denominados “Undetermined” (Indeterminados)
no deben estar presentes en la carpeta que sera analizada por el software.

El analisis se llevara a cabo después de que se hayan realizado la carrera
de secuenciacion y la demultiplexacion, el recorte de adaptadores y la
generacion de archivos FASTQ posteriores. La demultiplexacion y el recorte
de adaptadores, como tales, no forman parte de este software de analisis y
deben realizarse antes del analisis de los datos (consulte el » capitulo 4.1
Adaquisicion de datos, pagina 9/61).
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Antes de iniciar el analisis de los datos con el Plasma-SeqSensei™ IVD
Software, compruebe los parametros de validez del analisis en el software
del instrumento Illumina:

= Densidad de grupos:

NextSeq™: Valor medio entre 0 y 220 k/mm?
= Puntuacion Q30: = 80 %
= Grupos que superan el filtro (PF): = 80 %

Si no se cumplen los parametros de validez del analisis, esta no sera valida.

)

sysmex

4

Plasma-SegSensei™ IVD Software

DATA ANALYSIS

Analysis Name Sequencing Device
Enter Anayis Name umina NextSeq™ so0/s50
FASTQ Folder Sequencing Kit
Select or enter FASTQ Folder patn Browse | Mid Output Kit va.s (150-cycle)
Sample Sheet Sequencing Quality Metrics

Info

1. Haga clic en el médulo «Data Analysis» (Analisis de datos), de color
verde.

Escriba un nombre para el analisis.
Seleccione el dispositivo de secuenciacion utilizado.

Seleccione el kit de secuenciacion.

o M~ w0 DN

Rellene los parametros de calidad de la secuenciacion/validez del
analisis que aparezcan en el dispositivo de secuenciacion:

ID Flowcell (celda de flujo)

% > Q30

Densidad de grupos [k/mm?]
Grupos que superan el filtro [%]

a0 oo
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Aliniciar el analisis, aparecera un mensaje de error si el identificador
de Flowcell (celda de flujo) esta incompleto o no coincide con el
identificador incluido en los archivos que haya que analizar, o bien
si los parametros de validez del analisis estan fuera de los rangos
aceptables.

Seleccione la carpeta que contenga los archivos FASTQ de la
carrera de secuenciacion que haya que analizar (.fastq.gz); para
ello, haga clic en el boton [Browse] (Examinar) y vaya a la carpeta
que haya que seleccionar.

Nota: Los archivos .fastq.gz no estaran visibles al seleccionar la
carpeta.

Seleccione la hoja de muestras creada en el modulo «Run
Planning» (Planificacién del analisis) (.csv) para esta carrera de
secuenciacion; para ello, haga clic en el botdn [Browse] (Examinar)
y vaya al archivo que haya que seleccionar.

Rellene la informacién del experimento, la carrera de secuenciacion
o el analisis (opcional).

Haga clic en [Start Analysis] (Iniciar analisis).

Si faltan archivos, los nombres de la hoja de muestras y los archivos

no coinciden o selecciona una hoja de muestras incorrecta, el
software mostrara un mensaje de error.

10. Aparecera una ventana solicitando que confirme el cumplimiento del
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flujo de trabajo IVD de acuerdo con las instrucciones de uso del
Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit.

ud

#94: By starting the data analysis process you confirm that all
previous steps were performed according to Sysmex Inostics’
Plasma-SeqSensei™ assay-specific IVD kit IFU, Otherwise

please click “Cancel” now. i

OK Cancel

a. Seleccione [Ok] (Aceptar) si ha seguido las instrucciones de
uso para iniciar el analisis certificado para IVD de sus
resultados de secuenciacion.
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b. Seleccione [Cancel] (Cancelar) si no ha seguido las
instrucciones de uso del Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kit, ya que estos resultados de secuenciacion
no seran aptos para realizar analisis certificados para IVD.

Nota: Se recomienda cerrar el resto de las aplicaciones durante el
analisis y desactivar las funciones del ordenador con sistema
operativo Windows® que se estén ejecutando en segundo plano.

En funcién de la memoria disponible, el analisis puede tardar hasta
6 horas. Si el andlisis dura mas, consulte el » capitulo 8 Solucién
de problemas, pagina 50/61.

11. Aparecera una nueva ventana en la que se mostraran el proceso y
el progreso del analisis de los datos.

a. Puede detener el analisis haciendo clic en el botén [Cancel]
(Cancelar) rojo situado en la parte derecha de la ventana.
Después de cancelar el analisis, habra que reiniciarlo; no se
puede pausar.

i Pl Seqsenser™ VD Sofeuare - x

Plasma-SeqSensei™ IVD Software "s‘vsmex

DATA ANALYSIS

BC_IVD Test

BC
I

N N N
PRE-PROCESSING ALIGNMENT BDA\A ANALYSIS

GATTACA
|

12. Una vez finalizado el analisis de los datos, el software seleccionara
automaticamente el modulo «Reporting» (Informes) y abrira la
pagina con los resultados del analisis de la carrera de
secuenciacion.
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6.3 Modulo «Reporting» (Informes)

)

sysmex

¢

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

El médulo «Reporting» (Informes), de color naranja, se utiliza para guardar
y administrar todos los resultados de los analisis realizados con el Plasma-
SeqSensei™ |VD Software. Permite al usuario:

ver todos los analisis analizados en el dispositivo;

ver el directorio de archivos FASTQ de cada analisis;

descargar informes (.pdf) y archivos .vcf y .bam de cada analisis;
eliminar analisis/datos.

El médulo «Reporting» (Informes) se abrira automaticamente tras finalizar
un analisis. Se podra acceder en cualquier momento a todos los analisis
anteriores realizados en el dispositivo para descargar o eliminar datos. Los
datos pueden descargarse en los formatos .pdf (informes), .vcf y .bam.

34 /61

PSSSWIFU.R4 | Instrucciones de uso



6 Modulos del Plasma-SeqSensei™ VD Software

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Fsysmex |

Date Analysis Name Assay (No. of Samples) Info

s perPage: 10 v

1. Haga clic en el médulo «Reporting» (Informes), de color naranja.

2. En él podra ver un resumen de todos los analisis realizados con el
Plasma-SeqSensei™ IVD Software en el dispositivo.

a. Para ir a una determinada pagina de este resumen, haga
clic en el numero de pagina en la parte inferior de la pantalla,
o bien en [Previous] (Anterior) o [Next] (Siguiente).

Previous 1 Next

b. El nimero de elementos por pagina se puede modificar en
la esquina inferior derecha de la pagina.

ltemns per Page: 10 =
c. Para buscar resultados de analisis especificos, escriba el
nombre del analisis en el campo de busqueda situado en la
esquina superior derecha de la ventana y haga clic en el
botén [Go] (Ir).

Search for Analysis Name or Info

d. Siesta a la espera de recibir nuevos datos, haga clic en el
boton [Refresh Table] (Actualizar tabla) situado en la
esquina inferior izquierda de la ventana para volver a cargar
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la tabla de resultados y ver los nuevos resultados de
analisis.

3. Para seleccionar el resultado del analisis que le interese, haga clic
en él.

4. Enlanueva ventana apareceran los resultados de analisis, incluidos
los siguientes datos:

|
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Plasma-SeqSensei™ IVD Softwa

aooow

o
e sysmex

SC testset
Samples Info

o sample e 0
Solid Cancer £

Somplet e e

Sarpe2 ) e (o) FASTQ Files Directory
o

[_Detete

Nombre del analisis

Ensayo utilizado para el analisis

Nombres de todas las muestras de ese analisis
Informacién sobre el analisis, si se incluyé en el médulo
«Data Analysis» (Analisis de datos)

Ubicacion del directorio de archivos FASTQ utilizado para
el analisis de los datos

Iconos para exportar informes (.pdf) y archivos (.vcfy .bam)
para una muestra individual

VCF *DF

Boton para exportar todos los informes (.pdf) de un
determinado analisis como un archivo .zip
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5. Para exportar archivos, haga clic en el icono o boton
correspondiente y seleccione el nombre y la ubicacion de su
dispositivo/servidor para la exportacion.

6. Para eliminar todos los resultados de analisis de un analisis
concreto, haga clic en el botén [Delete] (Eliminar) de color rojo
situado en la esquina inferior derecha de la pantalla.

Aparecera una ventana indicandole que confirme que desea
eliminar todos los datos.

7. Para regresar al resumen del moédulo «Reporting» (Informes), haga

clic en el triangulo blanco en un circulo gris  situado en la esquina
inferior izquierda de la ventana del software.
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7 Informes

Los informes estan disponibles en formato .pdf.

Ademaés, se pueden descargar archivos .vcf (formato de variantes
identificadas) y .bam (mapa de alineacion binaria). Los archivos .vcf
contienen, entre otros datos, todas las mutaciones de la fraccion alélica
mutada (MAF) y las moléculas mutantes (MM), que se muestran en el
informe en un formato estandarizado. Los archivos .bam contienen datos de
alineacién de las Reads de consenso de UID generadas frente a los
amplicones del ensayo. Ambos tipos de archivos pueden utilizarse para
examinar en detalle los resultados de los analisis mediante software de
terceros; p.ej., el software Integrative Genomics Viewer (IGV,
https://software.broadinstitute.org/software/igv/). Si utiliza IGV, seleccione la
opcion «Human hg19» (hg19 humano) como genoma de referencia.
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Los informes generados por el Plasma-SeqSensei™ IVD Software incluyen
varias secciones:

= Informacién de la muestra
= Validez del analisis y la muestra
o Profundidad de secuenciacién
o Positive Control
o No Template Control
s Estado de mutacién de la muestra
o Amplicones invélidas
= Mutaciones detectadas
o Mutaciones somaticas
o Posibles mutaciones de la linea germinal
s Calidad de la carrera de secuenciacion
s Parametros de la muestra
o Resumen de Reads
o Calidad de la secuenciacion
= Informacioén del software y la base de datos de andlisis

Ejemplo A:
Sample Information

Sample ID  Analysis Date DNA Input Amount*  Flowcell ID Analysis ID Kit Lot Number  REF Number

SampleB 2024-03-15 5290 GE HHSIGOFX2  BC_Test 131 D20001 ZR150544

*Genome Equivalents: number of amplifiable haploid genomic copies analysed by the assay. 1 GE = 3.3 pg of DNA.

Ejemplo B:
Sample Information

Sample ID  Analysis Date  DNA Input Amount®  Flowcell ID Analysis ID Kit Lot Number  REF Number

SampleA 2024-03-15 Not quantifiable HHSIGOFX2  BC_Test 131 D20001 ZR150544

*Genome Equivalents: number of amplifiable haploid genomic copies analysed by the assay. 1 GE = 3.3 pg of DNA,

The DMNA input is listed as not quantifiable if the detected DNA amount for this sample is outside the valid input range.
Alternatively, this error message is also displayed if the quantification of the positive control fails regardless of the sample DNA
input or if the coverage of the sequences used for quantification is insufficient.

La seccion Sample Information (Informacién de la muestra) contiene un
resumen del andlisis de la muestra en cuestion, incluida la siguiente
informacion:

= Identificador de la muestra.
s Fecha de analisis.
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= Cantidad de ADN de partida en equivalentes gendémicos (Genome
Equivalents, GE), calculada mediante el cuantificador interno
(Quantispike); si la cantidad de ADN de partida esta fuera de los
rangos validos o la cuantificacion del Positive Control presenta
errores, se marcara como «Not quantifiable» (No cuantificable).

= ID Flowcell (celda de flujo)

= ldentificador del analisis especificado por el usuario para el analisis
de este conjunto de muestras.

= Numero de lote del Plasma-SeqSensei™ VD Kit utilizado.

= Nudmero REF, que indica la referencia del kit Plasma-SeqSensei™
utilizado.

Ejemplo A:

Run And Sample Validity

Run Validity Sample Validity

Positive control J No template control: « Sequencing depth: « Quantification: x

For detailed information about the sample validity parameters, please refer to the sample validity section of this report

Mutation calls will only be reported as valid, if all controls and sample performance criteria are met.

If the detected sample DNA amount is higher than the upper assay imit, mutation calls will be reported as valid but without mutant
molecules count.

Ejemplo B:

Run And Sample Validity

Positive control: V No template control: J Sequencing depth: Quantification: J

For detailed information about the sample validity parameters, pleass refer to the sample validity section of this report.
Mutation calls will only be reported as valid, if all controls and sample performance criteria are met.

La tabla Run and Sample Validity (Validez del analisis y la muestra) de la
primera pagina del informe indica si la muestra analizada cumple los criterios
de validez. Las marcas de verificacion verdes (v) sefialan que los
resultados son vélidos, mientras que las aspas rojas  (X) sefialan que los
resultados son invalidos y una marca de verificacion naranja (/) para la
profundidad de secuenciacién informa al usuario de que existe al menos un
amplicén invalido debido a una cobertura de secuenciacion baja. Puede
encontrar mas informacion sobre este amplicén invalido en las secciones
Sample Mutation Status (Estado de mutacién de la muestra) y Sequencing
Depth (Profundidad de secuenciacion) del informe.
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La cuantificacion de las muestras se lleva a cabo inicialmente mediante la
medicion con Qubit, que permite obtener una primera aproximaciéon del
contenido de ADN de partida para determinar la carga correcta de la
muestra. La cuantificacion que figura en el informe hace referencia al
contenido de ADN de la muestra determinado por el cuantificador interno
(Quantispike).

Si el valor de cuantificacién estd fuera del rango aceptable, visible en
«Sample Information» (Informaciéon de la muestra)/«DNA Input Amount»
(Cantidad de ADN de partida), la muestra sera invalida y no apareceran
resultados en el informe.

El analisis de la muestra también sera invalido si el Positive Control, el No
Template Control o los parametros de secuenciacién no cumplen los
criterios especificados.

Ejemplo:

Sample Mutation Status

La seccion Sample Mutation Status (Estado de mutacion de la muestra)
ofrece un resumen del nimero de mutaciones detectadas por gen mediante
el analisis con el Plasma-SeqSensei™ IVD Kit. Si se detecta una mutacion,
el cuadro tendra color naranja y el numero de mutaciones detectadas en el
gen aparecera bajo el nombre del gen. Si no se detectan mutaciones en un
gen, el cuadro con el nombre del gen tendra color gris y habra un cero debajo
del nombre.

Ejemplo:

Please note that not all amplicons achieved the required minimum coverage. The following genes and coding positions are excluded
from this test result and no judgment regarding wildtype or mutation status can be made for these positions:

Gene ID Coding Sequence

TP53 c.574_859
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Se incluira una nota (Importante) si uno o mas amplicones no alcanzan la
profundidad de secuenciacion suficiente y se excluyen de los informes
(consulte las secciones Validez del andlisis y la muestra y Profundidad de
secuenciacion del informe). Las posiciones de codificacion afectadas dentro
del gen especificado se indicaran en una tabla. No se mostraran las posibles
mutaciones ubicadas dentro de estas regiones y no se podra evaluar el
estado de mutacion de estas posiciones genéticas.

Ejemplo A:

Somatic Mutations Detected

Gene T et CodingDNA  Amino Acid cosMmic Clinvar St mutant
D Change Change ) ) Fron  Molecules
AKT1 ENST00000554581.1  c.49G>A p.E17K COSV62571334 13983 0.129% 1"
TP53 ENST000002693054 c.422dup p.C141Wfs'8 COSV53125883 844977 0.087% 7
TP53  ENST00000269305.4 ¢.524G>A pRI75H COSV52661038 12374  0.137% 11
TP53  ENST00000269305.4 c.639A>G pR213= COSV52679610 43591  0373% 31
TP53 ENST00000269305.4 c.659A>G "p, Y220C COSV52661282 127819 0.256% 21
1) Partially covered amino acid triplet detected. The amino acid annotation in this report is made based on the assumption that the
bases, which are not covered by this assay correspond to the reference sequence.

Ejemplo B:

Somatic Mutations Detected

Mo valid somatic mutations were detected in this sample.

En la seccibn Somatic Mutations Detected (Mutaciones somaticas
detectadas) del informe se muestran todas las mutaciones detectadas por
el Plasma-SeqSensei™ VD Software en las regiones genéticas cubiertas
por el Plasma-SeqSensei™ |VD Kit utilizado, siempre que se cumplan los
criterios de «Run and Sample Validity» (Validez del analisis y la muestra) y
que se alcance la profundidad de secuenciacion para el amplicén, con la
posible excepcion de los criterios de cuantificacion.

En la tabla aparecera la siguiente informacion:

Identificador del gen.
Numero de transcrito del gen utilizado durante el analisis.
Cambio detectado en el ADN codificante.
Cambio aminoacidico derivado de un cambio en el ADN codificante:
o Si se encuentra una mutacioén en la region intrénica del gen, el
cambio aminoacidico se mostrara como «p.?».
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o Siel cambio del par de bases se detecta en un codén codificador
de aminoacidos que solo esté cubierto parcialmente por el
ensayo, el cambio aminoacidico aparecera marcado con un .
Aqui, la anotacion de aminoacidos se realiza basandose en la
suposicion de que las bases que no estan cubiertas por el ensayo
corresponden con la secuencia de referencia.ldentificador de
COSMIC, si esta disponible (nimero COSV) en la version
utilizada de la base de datos (consulte la ultima pagina del
informe).

= ldentificador de ClinVar, si esta disponible en la version utilizada de
la base de datos (consulte la ultima pagina del informe).
= Fraccion alélica mutada.

Moléculas mutantes (MM) por mutacién detectada en la muestra, utilizando
el contenido de ADN calculado mediante el cuantificador interno
(Quantispike). Las mutaciones invalidas se pueden visualizar en el archivo
.vcf de la muestra correspondiente incluyendo las razones de invalidez.

Ejemplo A:
Potential Germline Mutations Detected

Gene Transcript Coding DNA  Amino Acid dbSNP Clinvar  Mutant Allele Mutant
1] Change Change 1] ] Fraction Molecules

TP53 ENST00000269305.4 ©.215C>G pPTZR rs1042522 12351 44.211% 2339

Potential germline mutations were detected in this sample
This classification is based on a mutant allele fraction above 40% and below or equal 60% (heterozygous) or above 90%
(homazygous) for the listed mutations.

Ejemplo B:

Potential Germline Mutations Detected

No potential germiine mutations were detected in this sample.

En la seccion Potential germline mutations (Posibles mutaciones de la
linea germinal) (SNP) se presentardn en una tabla adicional esas
mutaciones, siempre que existan. Las mutaciones se consideraran posibles
mutaciones de la linea germinal cuando presenten un valor de MAF > 40 %
a <60 % (heterocigosis) 0 290 % (homocigosis). La introducciéon en la base
de datos dbSNP es opcional. Para validar una mutacion descrita como
mutacion real de la linea germinal, habra que realizar pruebas adicionales
con ADN gendmico.

43/61

PSSSWIFU.R4 | Instrucciones de uso



7 Informes

En la tabla aparecera la siguiente informacion:

Identificador del gen.
Numero de transcrito del gen utilizado durante el analisis.
Cambio detectado en el ADN codificante
Cambio aminoacidico derivado de un cambio en el ADN codificante:
o Siel cambio del par de bases se detecta en un codén codificador
de aminoacidos que solo esté cubierto parcialmente por el
ensayo, el cambio aminoacidico aparecera marcado con un .
Aqui, la anotacion de aminoacidos se realiza basandose en la
suposicion de que las bases que no estan cubiertas por el ensayo
corresponden con la secuencia de referencia.ldentificador de la
base de datos dbSNP, si esta disponible en la version utilizada
de la base de datos (consulte la ultima pagina del informe).
= Identificador de ClinVar, si esta disponible en la version utilizada de
la base de datos (consulte la ultima pagina del informe).
= Fraccion alélica mutada.

Moléculas mutantes (MM) por mutacion detectada en la muestra, utilizando
el contenido de ADN calculado mediante el cuantificador interno
(Quantispike).

Ejemplo:
Sequencing Run Quality
[T Acceptance Range Value
Sequencer ID
Sequencing Kit -1- Mid Output Kit v2.5 (150-cycle)

Clusters Passing Filter 2 80% 91.8%

Cluster Density

N Ji : S 220k 74
[Clultcnlmmzl extSeq™ 500/550: < 220 207.0

Percentage >Q30 280% 923 %

La tabla Sequencing Run Quality (Calidad de la carrera de secuenciacién)
incluye los pardmetros de calidad de la secuenciacion/validez del analisis
introducidos por el usuario en el médulo Analysis (Analisis) del Plasma-
SeqSensei™ VD Software. Los rangos de aceptacion de estos parametros,
si procede, figuraran en la tabla.
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En la tabla apareceran las siguientes categorias:

Identificador del secuenciador

Kit de secuenciacion utilizado
Grupos que superan el filtro
Densidad de grupos en grupos/mm?
Porcentaje >Q30

Si algun parametro esta fuera de rango, la carrera de secuenciacion sera
invalida y habra que repetirla.

Ejemplo:

Sample Validity
Sequencing Depth

Target region (amplicon)

o 10000 20000 30000 40000 50000 50000
Error corrected reads per target region

Sequencing depth per target region: green bars indicate sufficient coverage while orange bars indicate insufficient target coverage

La segunda parte de la seccién Sample Validity (Validez de la muestra)
incluye informacioén adicional para determinar la causa de un posible error
del andlisis de la muestra.
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En la seccion Sequencing Depth (Profundidad de secuenciacion) aparece
la cobertura de secuenciacion de todas las regiones y amplicones de interés
que se hayan analizado con el Plasma-SeqSensei™ IVD Kit. Las barras
verdes indican que los amplicones de interés disponen de suficiente
cobertura, mientras que las barras naranjas indican que la cobertura es
insuficiente. Los amplicones marcados en naranja son invalidos y no
permiten realizar ninguna evaluacién sobre el estado mutacional de esta
region de interés. El limite de cobertura se muestra en la parte inferior del
grafico en color naranja claro. La unidad utilizada para el calculo de la
cobertura son las Reads corregidas segun el error por region de interés.

Ejemplo:

Positive Control

Depth of coverage =1 0UID families / GE 0.8 UID families / GE (average) x
Quantification 500 GE < x GE = 1500 GE 808 GE \/
Spike-In detection =10.0 MM 42.8 MM (average) \/

If depth of coverage failed, not all amplicons were detected above or equal to the lower coverage limit. For simplicity, only the avg
detection result of all amplicons is shown in this report.

La tabla Positive Control (Control positivo) muestra los limites que debe
cumplir el control positivo del ensayo para que un analisis realizado con
Plasma-SeqSensei™ sea valido. Las marcas de verificacion verdes (v)
sefialan que los resultados son validos, mientras que las aspas rojas
(X) sefialan que los resultados son invalidos. En esta seccidn, los
siguientes valores del control y la muestra deben estar dentro de los rangos
vélidos:

= La profundidad de la cobertura de secuenciacion debe ser, como
minimo, de 1 familia de UID por GE para el control positivo para
todas las amplicones incluidas.

= La cuantificacion (expresada en GE) del control positivo debe estar
dentro de los rangos aceptables indicados.

s Debe alcanzarse un limite de deteccién de, como minimo, 10 MM
por mutacién incluida en el control positivo.
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Ejemplo A:
No Template Control
NTCID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <15.0 003 v

Ejemplo B:
No Template Control

NTC ID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <150 3577.34 b 4

La seccion No Template Control (Control negativo) muestra si puede existir
contaminacion del No Template Control. Las marcas de verificacion
verdessefalan (v) que los resultados son validos, mientras que las
aspas rojas (X) sefialan que los resultados son invalidos. Si el valor
promedio de UID es superior a 15, las muestras podrian estar contaminadas
y el analisis, por consiguiente, seria invalido.

Ejemplo:

Read Overview

Category Result
Reads imported from sequencer 18,611,038
Reads with sufficient quality and length for error correction 17,612,879
Rate of reads usable for error correction 94.64%
Reads assigned to UID families with sufficient size 17,138,078
Rate of reads assigned to UID families with sufficient size 97.29%
Error corrected reads 812,656

FASTQ reads are imported from the sequencing device. Only reads passing certain quality and length thresholds will be further
analysed by the Plasma-SeqSensei™ IVD software. Reads are grouped according to their bar-code sequence (UID / UMI) and
only reads assigned to UID families with sufficient size are used for error correction. The error corrected reads are the starting point
for alignment and mutation calling

Puede encontrar mas informacion sobre la carrera de secuenciacion y el
analisis en la seccion Sample Metrics (Parametros de la muestra).

La seccion Read Overview (Resumen de Reads) proporciona informacion
sobre los valores y los porcentajes de los diferentes tipos de Reads durante
el analisis de los datos.
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Ejemplo:

Sequencing Quality

6
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Sequencing quality

20-

‘Saquencing cycle

Distribution of QPhred quality values in error corrected reads per sequencing cycle. The crange line in the plot indicates the QPhred
quality threshold which is required for mutation calling. A subset of 10,000 reads is used per FASTQ file of the sample to generate
this plot.

La seccion Sequencing Quality (Calidad de la secuenciacion) incluye un
grafico con un promedio de todos los valores de calidad de QPhred de un
subconjunto de Reads de la muestra especifica conforme al niumero de
ciclos de secuenciacion. Los valores de QPhred por encima de 20 (linea
naranja) son aceptables.

Ejemplo:

Analysis Software and Database Information

Analysed by Plasma-SeqSensei™ IVD Software (v1.3.1)
Assay configuration: BreastCancer_IVD1 v1.0.1
Sequencing result based on:

+ Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRChaT)

+ COSMIC Database v92 (https:/fcancer.sanger.ac.ukicosmic)

* dbSNP Database Build 151 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)

= ClinVar Database 2020-12-08 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar)
« Ensembl Database (https://www.ensembl.org)

La ultima seccion del informe, denominada Analysis Software and
Database Information (Informacion del software y la base de datos de
analisis), presenta la informacion de ese tipo utilizada para el analisis de la
muestra en cuestion.
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Date, Signature

Al final del informe se incluye un campo de firma.

49/61

PSSSWIFU.R4 | Instrucciones de uso



8 Solucién de problemas

8 Solucién de problemas

Consulte la tabla siguiente si se producen problemas durante el uso del
Plasma-SeqSensei™ Software, o bien pdngase en contacto con el
representante local autorizado de Sysmex para solicitar mas informacion.

Problema Solucién

La instalacion del software
no finaliza correctamente.

Asegurese de seguir exactamente las instrucciones de la
seccion 5.1.1 del presente manual para instalar el software.
Esto incluye especialmente la ubicacion de la carpeta
descargada (localmente) y la descompresién del archivo .zip
antes de la instalacion. Descomprima solo la primera carpeta,
no descomprima las subcarpetas.

Si realiza la instalacion por segunda vez, por favor asegurese
de eliminar la carpeta C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd si
ya existe. Si aun siguiéndolas no puede instalar correctamente
el software, pdngase en contacto con el servicio de atencién
al cliente de Sysmex y proporcione una copia del archivo de
registro de instalacién, al que puede acceder mediante el
vinculo indicado (cuadro rojo):

[E!Pu:wm SeqSense

VD Softwa =

e Setup

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Setup

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Setup Wizard ended prematurely
because of an error. Your system has not been modified. To install this
program at a later time, run Setup Wizard again.

Finish

No puedo ver la ventana
completa del software ni
cerrarla.

El ajuste de escala de la pantalla del ordenador debe ser del
125 % o inferior para poder ver la ventana completa del
software.

Falta el boton “start
analisis” (iniciar analisis)

Configure la escala de su pantalla al 125% o menos y reinicie
el software Plasma-Seqgsensei ™.

No se acepta la clave de
licencia durante la
instalacion del software.

Verifigue que no haya espacios adicionales agregados a la
clave de licencia o al identificador del cliente y compruebe que
haya descargado el software correcto (RUO o IVD) o péngase
en contacto con el servicio de atencién al cliente de Sysmex.
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Modulo «Run Planning» (Planificacion del analisis)

No se acepta la referencia
o el numero de lote.

Asegurese de introducir el numero completo, incluidas las
letras mayusculas (ZR y seis numeros en el caso de la
referencia o D y cinco nimeros en el caso del numero de lote).

Unicamente debe rellenarse la referencia del Plasma-

SeqSensei™ Assay-Specific Kit. No incluya la referencia del
Extension IVD Kit.

No hay
seleccionables.

ensayos

Realice una segunda instalacién después de eliminar la
carpeta: C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd. Asegurese de
que solo la carpeta descargada esté descomprimida y ubicada
en la carpeta de descargas, y de que las demas subcarpetas
aun estén comprimidas. No descomprima ninguna
subcarpeta.

Falta una muestra en la
pagina «Plate Summary»
(Resumen de la placa).

Compruebe que ha introducido el numero correcto de
muestras con los nombres de muestra y las concentraciones
de ADN correspondientes en el modulo «Run Planning»
(Planificacion del andlisis).

No se acepta el nombre de
la muestra.

El nombre de la muestra debe:

1. ser Unico;
2. tener una longitud maxima de 16 caracteres;
3. incluir inicamente caracteres alfanuméricos.

No se acepta la cantidad
de ADN.

La cantidad de ADN debe estar dentro del rango especifico de
partida del IVD Kit; asimismo, debe utilizarse un punto (.)
como separador decimal.

El dispositivo de
secuenciacion NextSeq™
no acepta la hoja de
muestras.

Si esta utilizando una versién antigua (v. 2.4.0 o anterior) del
Local Run Manager en el dispositivo de secuenciacién, es
posible que la hoja de muestras utilizada no sea compatible.
Pruebe a usar la segunda version de la hoja de muestras,
disponible en la péagina «File Export» (Exportacion de
archivos) del mdédulo «Run Planning» (Planificacion del
analisis), o péngase en contacto con el servicio de atencion al
cliente de Sysmex.

Moédulo «Data Analysis» (Analisis de datos)

¢;Doénde puedo encontrar
los parametros de calidad
de la secuenciacion?

Los parametros apareceran al final de cada carrera en el
dispositivo de secuenciacion. También puede consultarlos al
cargar la carrera de secuenciacion en el software lllumina
Sequencing Analysis Viewer (SAV).

No se acepta el
identificador de Flowcell
(celda de flujo).

Utilice el identificador completo de Flowcell (celda de flujo), tal
como aparece en Flowcell (celda de flujo), el dispositivo de
secuenciacion y el software Sequencing Analysis Viewer.
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No puedo seleccionar los
archivos FASTQ durante
la exploracion desde el
Plasma-SeqSensei™ VD
Software.

Los archivos FASTQ no apareceran en la ventana de
seleccion. Debe seleccionar la carpeta en la que estén
ubicados esos archivos.

No puedo iniciar el analisis
porque faltan archivos.

Verifiqgue si tiene la cantidad correcta de archivos FASTQ
disponibles en su carpeta de analisis.

Durante la demultiplexacion, se generaran archivos FASTQ.
En funcién del procedimiento de demultiplexacion, el nimero
de archivos FASTQ por muestra puede variar. Si utiliza el
software bcl2fastq para demultiplexar, normalmente tendra
5 archivos FASTQ por muestra (un archivo por pocillo).
También pueden generarse 20 archivos FASTQ por muestra
(5 pocillos por muestra y 4 carriles por pocillo). Esto sucedera
cuando utilice el médulo «GenerateFASTQ» del Local Run
Manager en su dispositivo NextSeq™.

Cuando se analicen dos placas Plasma-SeqSensei™ a la vez
utilizando el LRM, se generaran 80 archivos FASTQ por
muestra (5 pocillos por muestra, 4 carriles por pocillo y 4
indices de placa).

En resumen, deberia haber 5, 20 u 80 archivos FASTQ por
muestra en la carpeta de entrada de archivos FASTQ.
Ademas, a los controles Positive Control (PC) y No Template
Control (NTC) se les asignan 1, 4 o 16 archivos FASTQ, que
también estaran ubicados en la carpeta de analisis.

El tiempo de analisis es
excesivamente largo.

Por lo general, el analisis requerira menos de 6 horas. Si
observa que el tiempo de analisis es superior a ese, podrian
haberse producido distintos problemas:

e La memoria disponible en el dispositivo es
insuficiente.

. Los archivos FASTQ son excesivamente grandes
debido al uso de un kit de secuenciacion
inadecuado (p. €j., bajo niumero de muestras/baja
cantidad de ADN de partida en un High Output Kit).

. El Plasma-SeqSensei™ IVD Software no esta
ubicado en el mismo dispositivo que los datos.
Cuando los archivos estan ubicados en una unidad
de red, el acceso puede resultar lento o presentar
limitaciones si la unidad de red esta ocupada con
otros procesos.

. Mala calidad de las Reads.

Si esto sucede, detenga el analisis, solucione el problema
(p. €j., modifique la ubicacion del software) y reinicie el
proceso o espere a que finalice el andlisis. Si el analisis no
finaliza, pongase en contacto con el servicio de asistencia
técnica.
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No puedo encontrar la hoja
de muestras de mi
andlisis.

Intente usar la opcién «Search» (Buscar) de su ordenador o
prepare una nueva hoja de muestras con el médulo «Run
Planning» (Planificacién del analisis). Asegurese de introducir
exactamente los mismos nombres, concentraciones y
distribuciones de las placas.

¢Por qué aparecen 4
archivos .fastq.gz por
pocillo cuando uso el LRM
en el dispositivo
NextSeq™?

Al utilizar el Local Run Manager (LRM) durante la etapa de
secuenciacion en el dispositivo NextSeq™, se creara un
archivo por cada carril del pocillo; es decir, habra 4 archivos
en total. El Plasma-SeqSensei™ IVD Software concatenara
automaticamente esos archivos para su posterior analisis.

Si utiliza el Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit y
secuencia dos placas en una misma carrera de
secuenciacion, habra 16 archivos asociados a cada pocillo.

No puedo iniciar el analisis
porque se han detectado
archivos adicionales.

Aseglrese de que el archivo FASTQ Ilamado
«Undetermined.fastq.gz» no esté incluido en la carpeta de
analisis.

Modulo «Reporting» (Informes).

No puedo exportar mis
informes al hacer clic en
los iconos o el boton.

Es un sintoma de que existe algun problema asociado al
analisis; posiblemente, finalizé de forma prematura. Habra
que repetir el analisis. Asegurese de que el entorno de tiempo
de ejecucion satisface todos los requisitos indicados en el »
capitulo 2.2 Especificaciones del entorno de ejecucién, pagina
3/61.

Algunos amplicones no
son validos. ¢ Qué
consecuencias tendra eso
en mi informe?

Si en mas del 10 % de todas las regiones de interés no se
profundidad de secuenciacién esperada de la muestra, el
analisis completo de la muestra sera invalido. Si en menos del
10 % de todas las regiones de interés no se profundidad de
secuenciacion esperada de la muestra, Unicamente esos
amplicones seran invalidos, mientras que el resto de las
regiones seran validas.

Todas las mutaciones detectadas (tanto las validas como las
invalidas) pueden consultarse en los archivos .vcf.

53 /61

PSSSWIFU.R4 | Instrucciones de uso



9 Solucién de problemas

9 Glosario y terminologia

Término Definicion

cfDNA ADN libre circulante

ClinvVar Variacion clinica

COSMIC Catalogo de Mutaciones Somaticas en el Cancer
CPU Unidad central de procesamiento
ctDNA ADN tumoral circulante

ADN Acido desoxirribonucleico

GB Gigabyte

GE Equivalente genémico

ID Identificador

IFU Instrucciones de uso

IVD Diagnéstico in vitro

LRM Local Run Manager

MAF Fraccion alélica mutada

MM Moléculas mutantes

NGS Secuenciacién de ultima generacion
NTC No Template Control

PC Positive Control

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PF Superan el filtro

RUO Solo para uso en investigacion

SNP Polimorfismo de nucleétido unico
SNV Sustitucion en forma de variante de nucleotido unico
uiD Identificador Unico
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10 Historial de revisiones

Version de
documento

Fecha

Descripcion del cambio

R4

Abril 2024

Inclusion de informacion sobre el servicio
de actualizacion y el nuevo botén en la
ventana del software

Informacién sobre el nuevo paso en el
moédulo Analysis (Analisis)

Informacién adicional en el informe para las
siguientes secciones:

e Run and Sample Validity (Validez
del andlisis y la muestra)

e  Sample Mutation Status (Estado
de mutacién de la muestra)

e  Somatic Mutations Detected
(Mutaciones somaticas
detectadas)

Potential Germline Mutations (Posibles
mutaciones de la linea germinal)

Eliminacion de la seccién Invalid Mutations
Detected (Mutaciones invalidas detectadas)
del informe

Eliminacion de la informacion sobre
mutaciones para las muestras con ADN de
partida que esté fuera de los rangos
permitidos

Actualizacién de la tabla «Solucién de
problemas»

3.21
52

6.2, paso 10

R3

Diciembre
2023

Nota adicional sobre la necesidad de una
conexion activa a internet para
actualizaciones automaticas de
informaciones y procesos.

Actualizacion de la tabla «Solucion de
problemas»

3.2

R2

Noviembre
2022

Informacién sobre actualizaciones
automaticas

Actualizacion de la direccion del sitio web
para descargas

Adicion de iconos

Actualizacién de la interfaz de usuario

3.21

5.1

52
53
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RO GE Fecha Descripcion del cambio Secciéon
documento
Cambio del orden durante los primeros 6.1, paso 2
pasos de la «Run Planning» (Planificacién
del andlisis)
Actualizacién de las capturas de pantalla 'y 7

el orden de aparicion de los campos
mutaciones somaticas validas, posibles
mutaciones de la linea germinal y
mutaciones invalidas en el informe

Actualizacién de la tabla «Solucién de 8

problemas»

Adicion de la tabla «Glosario y 9

terminologia»

Adicion de la tabla «Historial de revisiones» 10
R1 Julio 2022 | Version inicial N/A
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General Terms and Conditions
for Software Licenses of Sysmex Inostics GmbH

1. Subject matter

Sysmex Inostics GmbH, Falkenried 88, 20251 Hamburg, Germany (hereinafter referred to as
"SIG") grants the customer a non-exclusive, non-transferable, temporary license to use the
following software:

. Plasma-SeqSensei™ VD Software for analysis of NGS data ("SIG Software")

Title, ownership rights and intellectual property rights in the SIG Software shall not pass to the
customer. The license is granted in connection with the purchase of Plasma-SeqSensei™ IVD
Kits for the duration of the use of the Plasma-SeqSensei™ IVD Kits.

2. Delivery

The SIG Software will be delivered as part of the delivery of the Plasma-SeqSensei™ VD Kits.
The SIG Software will be provided in its current version.

3. Licensed products from third party suppliers

If third party software products are also provided with the SIG Software that are not open-source
software, these may only be used in conjunction with the SIG Software. SIG will draw the
customer's attention to any special licensing conditions in an appropriate manner.

4. Prohibition of copying

The SIG software as well as the documentation must not be copied by the customer in whole or
in part, with the exception of the production of a machine-readable copy of the SIG software for
backup or archiving purposes. Any copy made by the customer for these purposes must be
clearly and legibly marked with a complete reference to confidentiality, title, ownership rights
and the intellectual property rights of SIG.

5. Prohibition of modification

The customer is neither allowed to make any changes to the SIG software himself nor to allow
any third party to make any changes.

6. Prohibition of transfer

The transfer of rights and obligations arising from the license agreement to third parties, even
after termination of the agreement, is not permitted. It is not permitted to pass on the license
key.
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7. Unauthorized use

The customer undertakes to ensure that his employees or other persons subject to his
instructions who have access to the SIG software comply with all duties of protection and care
arising from this agreement. Furthermore, the customer undertakes to ensure that no one gains
access to the SIG Software for the purpose of deriving the source codes. If the customer
becomes aware that the SIG Software is being used by one of the aforementioned persons in
contravention of the existing obligations to protect and exercise due care, he will immediately
do everything in his power to prevent such use in contravention of the contract and notify SIG
in writing of the use in contravention of the contract.

8. Claim for damages

SIG is entitled to the industrial property rights and copyrights to the SIG Software. The customer
can be held liable by SIG for any infringement of such property rights for which he is responsible.

9. Warranty

9.1 For the quality of the SIG Software, only the description of the SIG Software provided by the
licensor prior to the conclusion of the contract or agreed in a separate document (e.g. in the
documentation) shall be binding. Within the scope of the maintenance obligation, the licensor is
not obliged to adapt the software to changed conditions of use and technical and functional
developments, such as changes in the IT environment.

9.2 The licensor does not provide any warranty for errors in the software,

e which have been caused by application errors on the part of the customer and which
could have been avoided if the documentation had been consulted carefully; this shall
also apply in the event of non-existent or insufficient backup measures which would
have prevented data loss;

. due to virus attack or other external influences for which the licensor is not
responsible, such as fire, accidents, power failure, etc.;

e which are based on the fact that the SIG Software was used in an operating
environment other than that approved by the licensor, or which are due to faults in the
hardware, the operating system or the software of other manufacturers;

. which are based on the fact that the software has been modified by the customer or
third parties without authorisation.

9.3 The customer is obliged to notify the licensor of defects in the SIG Software immediately
after their discovery. In the case of material defects, this shall be done by describing the time of
occurrence of the defects and the more detailed circumstances. If the licensor carries out a fault
analysis at the customer's request and it turns out that there is no defect which the licensor is
obliged to rectify, the licensor may invoice the customer for the expenditure incurred on the
basis of the licensor's hourly rates valid at the time.

Defects in the software shall be remedied by the licensor within a reasonable period of time
(subsequent performance). This shall be done, at the licensor's discretion, by eliminating the
defect by means of an update/patch/bugfix/upgrade or by delivering defect-free software or by
demonstrating a workaround, the latter to the extent that this is reasonable for the customer,
taking into account the effects of the defect and the circumstances of the demonstrated
workaround.
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10. Liability

10.1 The licensor shall be liable in accordance with the statutory provisions for damages for
bodily injury and personal injury, for damages based on the Product Liability Act, for damages
caused by fraudulent conduct or intent on the part of the licensor, and for damages caused by
gross negligence on the part of the legal representatives or executive employees of the licensor.

10.2 Notwithstanding any liability for damages according to section 10.1, the licensor shall be
liable for damages limited to the amount of the foreseeable damage typical for the contract at
the time of the conclusion of the contract for damages resulting from a simple negligent breach
of essential contractual obligations as well as for damages caused by vicarious agents of the
licensor. Material obligations are obligations the fulfilment of which is essential for the proper
performance of the contract and compliance with which the licensee may regularly rely on. The
contract-typical, foreseeable damage arising from breaches of duty by the licensor shall
correspond to the amount of the remuneration paid by the customer in the contract year of the
damaging event, up to a maximum of EUR 50,000. If the maximum liability amount is not
reached in one contract year, the maximum liability amount for the next contract year shall not
be increased.

10.3 Any further liability on the part of the licensor is excluded, subject to any expressly deviating
provisions in these General Terms and Conditions. In particular, the licensor shall not be liable
for initial defects unless the conditions of Clauses 10.1 or 10.2 are met. The licensor shall not
be liable for damages incurred by the Licensee due to failure to back up data.

10.4 Contributory negligence on the part of the customer shall be taken into account.

10.5 The above limitations of liability shall also apply to the personal liability of the licensor's
employees, representatives and/or bodies. They also apply to the liability of the licensor with
regard to the reimbursement of futile expenses or indemnification obligations.

11. Rights of third parties

If claims are asserted against the customer by third parties due to alleged infringement of a
patent, copyright, or other industrial property right to which the third party is entitled in respect
of the SIG Software, SIG will indemnify the customer against claims by third parties, provided
that the customer informs SIG immediately in writing of the alleged infringement of industrial
property rights and supports SIG in the conduct of any legal action.

In the event of such a claim against the customer by a third party, SIG is entitled, at its discretion,
either to procure for the customer a corresponding license from the third party, to modify the
SIG software or to supply the customer with equivalent other software.

SIG shall not be liable for infringements of property rights resulting from the customer modifying
the licensed software or modifying it according to his own requirements, or from the SIG
Software being used or sold in conjunction with other software, hardware or consumables not
supplied by SIG. This subject matter liability is the entire liability of SIG for infringement of any
patent, trademark, copyright, or other intangible property right.

12. Software updates

Updates to the SIG Software will be provided to the customer free of charge.
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13. Payment

The license fee is discharged with the purchase of the Plasma-SeqSensei™ IVD Kits. No
additional fee will be charged.

14. Contract period
The granted use of the SIG Software shall be valid for the agreed contract period (see clause 1).

The contract may be terminated in writing by either party without notice for good cause. Good
cause exists, in particular, if the customer infringes the licensor's rights of use by using the
software beyond what is permitted under these General Terms and Conditions and does not
remedy the infringement within a reasonable period of time following a warning by the licensor.
The licensor reserves the right to assert further claims for damages.

15. Data protection

Insofar as personal data is processed, the licensor shall comply with the statutory provisions on
data protection. Details shall be set forth in a Data Processing Agreement to be concluded
separately.

16. General provisions

These General Terms and Conditions shall be governed by the laws of Germany. Exclusive
place of jurisdiction for all disputes arising from this contract shall be Hamburg.

Should one or more of the provisions of this contract be or become invalid, this shall not affect
the validity of the rest of the contract.

No verbal agreements have been made. Amendments and supplements to this contract must
be made in writing.
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