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Descripcidon general

Componentes

MiSegDx presenta los componentes exteriores siguientes:

C
|
B -

A. Compartimento de la celda de flujo: contiene la platina de la celda de flujo que alberga la celda
de flujo durante el experimento. Los motores de la platina de la celda de flujo sacan la platina
del mddulo dptico cerrado para la carga de celdas de flujo y la devuelven a su sitio cuando
empieza el experimento.

B. Moddulo optico cerrado: contiene componentes épticos que permiten la adquisicidon de
imagenes de la celda de flujo.

C. Barra de estado: indica el estado de la celda de flujo como listo para la secuenciacién (verde),
en procesamiento (azul) o requiere asistencia (naranja).

D. Monitor de pantalla tactil: muestra la interfaz del software de control para la configuracion del
sistema y del experimento.

E. Puerto USB externo: facilita la transferencia de los archivos y los datos al ordenador del
instrumento desde el monitor de pantalla tactil.

F. Compartimento de reactivos: contiene los reactivos a las temperaturas adecuadas, las
soluciones de lavado y una botella para los reactivos utilizados. La puerta del compartimento de
reactivos se asegura mediante un cierre magnético.

La interfaz de MiSeqDx le guia por los pasos de configuracién del experimento mediante el monitor de
pantalla tactil. Para cargar los componentes del experimento, debe acceder al compartimento de
reactivos y al de la celda de flujo.
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Compartimento de la celda de flujo

'_C .:_

Platina de la celda de flujo

Puerta del compartimento de la celda de flujo
Cierre de la celda de flujo

Celda de flujo

Boton de apertura del cierre de la celda de flujo

mO O W >

El compartimento de la celda de flujo contiene la platina de la celda de flujo, la estacién térmica y las
conexiones de fluidica para la celda de flujo. La platina de la celda de flujo sostiene la celda de flujo y el
cierre la fija y la posiciona. Una vez pasado el cierre de la celda de flujo, dos pasadores situados cerca
de la bisagra del cierre posicionan automaticamente la celda de flujo.

La estacion térmica, situada bajo la platina de la celda de flujo, controla los cambios de temperatura de
la celda de flujo necesarios para generar y secuenciar grupos.

Celda de flujo

% ‘ illumina’

A. Puerto de salida
B. Area de adquisicién de imdgenes
C. Puerto de entrada

La celda de flujo de MiSegDx es un sustrato de un solo uso elaborado con cristal en el que se generan
grupos y se lleva a cabo la reaccion de secuenciacion.
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Los reactivos entran en la celda de flujo a través del puerto de entrada, pasan por el area de
adquisicién de imagenes de carril Unico y salen de la celda de flujo por el puerto de salida. Los residuos
que salen de la celda de flujo se depositan en la botella de residuos.

Durante el experimento de secuenciacidn, el carril Unico se digitaliza en pequefias areas de adquisicidn
de imagenes llamadas “placas”.

Compartimento de reactivos

E

Refrigerador de reactivos

Mango del dispensador (se muestra en posicién elevada)
Botella de MiSegDx SBS Solution (PR2)

Botella de residuos

Cartucho de reactivos

mO O w >

El compartimento de reactivos contiene el refrigerador de reactivos, asi como las posiciones para la
botella de MiSegDx SBS Solution (PR2) y la botella de residuos.

El refrigerador de reactivos sujeta un cartucho de reactivo de un solo uso durante el experimento.
Durante el lavado del instrumento, el refrigerador de reactivos sujeta la bandeja de lavado. El software
baja automaticamente los dispensadores al interior del depdsito del cartucho de reactivos en el
momento adecuado del experimento, en funcidn del proceso que se esté realizando.

Ala derecha del refrigerador de reactivos hay dos ranuras que se adaptan a la forma de las botellas de
MiSeqDx SBS Solution (PR2) y de residuos, respectivamente. El mango del dispensador fija las botellas
en su sitio y baja el dispensador adecuado al interior de cada botella.

Los reactivos se bombearan por los dispensadores, los conductos de fluidica y, a continuacién, la celda
de flujo. El residuo de reactivo se enviara a la botella de residuos durante el proceso.
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Software de MiSeqDx

El paquete de software del instrumento incluye aplicaciones integradas que realizan experimentos de
secuenciacidn, andlisis integrados en el instrumento y funciones relacionadas.

MiSeq Operating Software (MOS): software de funcionamiento de MiSeq, que controla el
funcionamiento del instrumento. La interfaz de MiSeq Operating Software (MOS) ofrece
orientacidén sobre los pasos que se deben llevar a cabo para cargar la celda de flujo y los reactivos
antes de comenzar el experimento. A medida que el experimento avanza, se muestra una
descripcion general de las estadisticas de calidad. Este software se instala y se ejecuta en el
instrumento.

Durante el experimento, MOS activa la platina de la celda de flujo, dispensa reactivos, controla las
temperaturas de la celda de flujo y captura imagenes de grupos en ella. MOS lleva a cabo el
experimento teniendo en cuenta los parametros que se especifican en el software Local Run
Manager.

Software de analisis en tiempo real (RTA, Real-Time Analysis): realiza analisis de imagenes 'y
llamadas de bases. Asimismo, asigna una puntuacion de calidad a cada base de cada ciclo. Las
imagenes se almacenan temporalmente en la carpeta del experimento para su procesamiento con
elRTAy, a continuacion, se eliminan automaticamente cuando este finaliza.

Software Local Run Manager: es una solucion integrada en el instrumento que permite crear un
experimento, hacer un seguimiento de su estado, analizar los datos de secuenciacién y ver los
resultados. Local Run Manager lleva a cabo también un seguimiento de la informacién sobre las
muestras y controla los permisos del usuario. El software se ejecuta en el ordenador del
instrumento y se visualiza a través de un explorador web. Consulte la seccidén Software Local Run
Manager en la pagina 5.
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Iconos de estado

Cuando el instrumento se inicializa o se inicia, hay un icono de estado en la interfaz del software de
control que indica un cambio en las condiciones. Un nimero en el icono indica el nimero de condiciones
para un estado.

Cuando cambia el estado de un experimento, elicono parpadea para alertarle. Seleccione elicono para
visualizar una descripcion del estado. Seleccione Acknowledge (Aceptar) para que desaparezca el
mensaje y Close (Cerrar) para salir del cuadro de didlogo.

Filtre los tipos de mensajes que aparecen en la ventana de estado seleccionando los iconos del margen
superior de la ventana. Al seleccionar un icono se muestra o se oculta el estado.

Iconode Nombre de

Descripcion
estado estado
y Estado No hay cambios. El sistema esta normal.
° correcto

Advertencia Las advertencias no detienen un experimento. Sin embargo, algunas
podrian requerir una accién antes de continuar.

7 Error Los errores normalmente detienen los experimentos y suelen requerir
' 0 acciones antes de continuar con el experimento.

Indicadores del sensor

Existen tres indicadores del sensor en la base de cada pantalla de la interfaz y cada uno representa el
estado de un componente del instrumento.

Figura1 Indicadores del sensor

3% 4.00 °C & 25.00 °C

De izquierda a derecha, los indicadores del sensor representan los siguientes componentes:
* Temperatura del refrigerador de reactivos en °C

* Temperatura de la celda de flujo en °C

Software Local Run Manager

El software Local Run Manager es una solucion integrada en el instrumento que permite registrar las
muestras para un experimento, especificar los pardmetros del experimento, hacer un seguimiento de
su estado, analizar los datos de secuenciacion y visualizar los resultados.
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Ademas, Local Run Manager controla la autenticacion del usuario y asigna diferentes permisos de
niveles de acceso a los usuarios. Los permisos se guardan en un archivo de base de datos que consulta
MiSeqDx. Local Run Manager también puede supervisar el experimento de secuenciacién. Si desea
obtener mas informacidn, consulte la Local Run Manager v3 Software Reference Guide for MiSeqDx
(Guia de referencia del software Local Run Manager v3 para MiSeqDx) (n.° de documento 200003931).

Secuenciacion durante el analisis

Los recursos informaticos del instrumento MiSeqDx se han concebido para llevar a cabo
secuenciaciones o andlisis.

Con Local Run Manager, si se inicia un nuevo experimento de secuenciacién en MiSeqDx antes de que
finalice el analisis secundario de un experimento anterior, aparece un cuadro de dialogo de
confirmacién. Después de confirmar que desea iniciar el nuevo experimento de secuenciacion, el
analisis secundario del experimento anterior se detiene hasta que el nuevo experimento finaliza la
secuenciacion.

El andlisis secundario del experimento previo comenzara de forma automatica desde el principio
cuando haya finalizado la secuenciacion del nuevo experimento.

Espacio necesario en disco

El ordenador integrado del instrumento tiene una capacidad de almacenamiento aproximada de
650 GB.

Antes de iniciar un experimento, el software comprueba el espacio disponible en el disco. Sino hay
suficiente espacio libre en el disco para el experimento, aparecera un mensaje del software. Dicho
mensaje informara de cuanto espacio en disco es necesario para el experimento y cuanto espacio en
disco es preciso liberar para poder continuar con el experimento.

Si se le indica que necesita disponer de mas espacio libre en el disco, mueva o elimine carpetas de
experimentos antiguos, segun sea conveniente.

Directivas de restriccion de software

Las directivas de restriccidon de software (SRP, Software Restriction Policies) de Windows utilizan
reglas para permitir que se ejecute Unicamente el software especificado. En MiSeqDx, las reglas SRP
se basan en certificados, en nombres y extensiones de archivos, y en directorios.

De manera predeterminada, las SRP se activan para evitar que se ejecute software no deseado en el
ordenador de control. El Unico que puede deshabilitar las SRP es el usuario sbsadmin.

Un representante de Tl o un administrador del sistema pueden afiadir y quitar reglas para personalizar
el nivel de seguridad. Si el sistema se afiade a un dominio, el objeto de directiva de grupo (GPO) local
puede modificar automaticamente las reglas y deshabilitar las SRP.

Para obtener informacién sobre la configuracion de las SRP, consulte la Guia de seguridad y conexion
de red del ordenador de control del instrumento de lllumina.
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A PRECAUCION

Si se deshabilitan las SRP, se anula la proteccidn que proporcionan. Si se cambian las reglas,
se anulan las protecciones predeterminadas.

Software antivirus

Se recomienda encarecidamente que escoja un software antivirus para proteger el ordenador de
control delinstrumento de los virus. Debera deshabilitar temporalmente las directivas de restriccion de
software (SRP, Software Restriction Policies) de Windows mientras se instala el software antivirus.

Para obtener informacion sobre la configuracion del software antivirus y las SRP, consulte la Guia de
seguridad y conexidn de red del ordenador de control del instrumento de Illlumina.

Modo de secuenciacion

Alarrancar el instrumento se muestra la pantalla Elegir un sistema operativo de Windows. En esta
pantalla puede seleccionar que el sistema operativo arranque en modo de secuenciacion de
investigacion (RUO, research use only) o de diagndstico (Dx). Si espera 10 segundos, se selecciona
automaticamente el modo predeterminado. Puede cambiar el modo predeterminado y el temporizador
del modo de arranque predeterminado en cualquier momento.

* Después de seleccionar un modo, debe reiniciar el sistema para que el cambio se haga efectivo.
Consulte Reiniciar el software del sistema en la pagina 8.

* Alcambiar del modo RUO al modo Dx, se le pedird que lleve a cabo un lavado posterior al
experimento. No se conserva el estado de lavado al hacer el cambio de modo.

Sinecesita utilizar esta funcidn, debera obtener permisos de administrador de Windows o aquellos que
sean necesarios para que un usuario normal pueda reiniciar el sistema en modo de investigacidn.

A PRECAUCION

Solo el personal de servicio de campo de Illumina puede utilizar la opcion Restore Factory OS
(RUO/Dx) (Restablecer el sistema operativo de fabrica [RUO/Dx]). Esta opcidn elimina
definitivamente toda la informacién en la unidad C y restablece el sistema operativo a su
estado original. Si selecciona esta opcidn, serd necesario que un ingeniero de servicio de
campo de lllumina restablezca el sistema. Una vez que da comienzo el proceso de
restablecimiento, no se puede cancelar. Esta opcién solo debe seleccionarse por
recomendacion del personal de servicio de campo de lllumina.
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Para cambiar el modo de arranque predeterminado:

1.

3.
4.

Seleccione Change defaults or choose other options (Cambiar los valores predeterminados o elegir
otras opciones).

En la ventana Options (Opciones), seleccione Choose a default operating system (Elegir un sistema
operativo predeterminado).

Seleccione la opcidon de arranque que desee.

Seleccione la flecha Atras para volver a la pantalla Options (Opciones).

Para cambiar el temporizador del modo de arranque predeterminado:

1.

Seleccione Change defaults or choose other options (Cambiar los valores predeterminados o elegir
otras opciones).

En la pantalla Options (Opciones), seleccione Change the timer (Cambiar el temporizador).
En la pantalla Change the timer (Cambiar el temporizador), seleccione el temporizador deseado.

Seleccione la flecha Atras para volver a la pantalla Options (Opciones).

A ADVERTENCIA

En Windows 10, si un usuario reinicia el sistema, dicho usuario sera el Unico que pueda iniciar
sesién en el sistema tras el arranque.

Reiniciar el software del sistema

Utilice el comando Reboot (Reiniciar) para reiniciar el software del sistema. No hay ningun requisito
para reiniciar el software como parte del mantenimiento rutinario.
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Primeros pasos

Inicio de MiSegDx

1. Cambie el interruptor de alimentacién situado en la parte posterior del instrumento a la posicién
(Encendido).

NOTA Para obtener el maximo rendimiento, deje encendido el instrumento continuamente.
Consulte, de todos modos, Apagado del instrumento en la pagina 37, para apagar el
instrumento. Espere como minimo 60 segundos antes de volver a poner el interruptor de
alimentacion en la posicién ON (Encendido).

Figura 2 Ubicacidn del interruptor de alimentacion

Ke

2. Espere a que el sistema se cargue y, a continuacion, inicie sesién en el sistema operativo. De ser
necesario, pdngase en contacto con el administrador de las instalaciones para conocer el nombre
de usuario y la contrasefa.

Para obtener mas informacion sobre el sistema operativo y las opciones del modo de
secuenciacién, consulte Modo de secuenciacion en la pagina 7.

Cuando el sistema operativo esta cargado, MiSeq Operating Software (MOS) se inicia e inicializa el
sistema automdaticamente. Tenga en cuenta que si esta seleccionado el modo RUO, MCS se inicia
automaticamente.

3. Con Local Run Manager, si se ha habilitado la gestion de usuarios, inicie sesidon con su nombre y
contrasefia de Local Run Manager y seleccione Next (Siguiente).
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Configuracion de la opcidon Post-Run Wash (Lavado
posterior al experimento)

Se debe realizar un lavado del instrumento tras cada experimento. El software precisa que se realice
un lavado antes de configurar un experimento posterior. La opcidn Post-Run Wash (Lavado posterior al
experimento) especifica qué tipo de lavado se realiza de forma predeterminada. El lavado posterior al
experimento dura aproximadamente 30 minutos. El lavado de mantenimiento dura en torno a

90 minutos.

1. En el menu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).
2. Elija la ficha Run Settings (Configuracién del experimento).

3. Seleccione Post Run Wash (Lavado posterior al experimento) o Maintenance Wash (Lavado de
mantenimiento).

Configurar la opcion de inicio automatico de un
experimento

MiSeqDx se puede configurar para iniciar automaticamente el experimento de secuenciacion después

de una comprobacién automatica satisfactoria. Para configurar esta funcion es necesario disponer de

permisos de administrador de Local Run Manager.

1. Enelmenu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).

2. Elija la ficha Run Settings (Configuracién del experimento).

3. Seleccione la casilla de verificacion Start run after pre-run check. Do not prompt for confirmation.
(Inicie un experimento tras las comprobaciones previas al experimento. No espere confirmacion.).
Si este ajuste esta desactivado, inicie el experimento manualmente después de la comprobacion
previa al experimento.

Activacion la asistencia de lllumina Proactive

1. En el menu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).

2. Seleccione la ficha Proactive.

3. Seleccione Turn on lllumina Proactive Support (Activar la asistencia de Illlumina Proactive) para
habilitar el servicio de supervisién lllumina Proactive.
Con este ajuste activado, los datos del rendimiento del instrumento se envian a lllumina. Estos
datos ayudan a lllumina a solucionar problemas de forma mads sencilla y a detectar posibles fallos,
lo que permite llevar a cabo tareas de mantenimiento proactivo y maximizar el tiempo de actividad
delinstrumento. Para obtener mds informacion sobre las ventajas de este servicio, consulte la Nota
técnica de lllumina Proactive (n.° de documento 1000000052503).
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Tenga en cuenta lo siguiente en relacién con este servicio:

No envia datos de secuenciacion.
Requiere que el instrumento esté conectado a una red con acceso a Internet.

Esta desactivado de forma predeterminada. Para usar este servicio, active la opcidon Turn on
lllumina Proactive Support (Activar la asistencia de lllumina Proactive).

4. Seleccione la regidn del alojamiento a la que debe conectarse el instrumento en el menu
desplegable.

Configuracion de las preferencias del correo
electrénico

MiSeqDx se puede configurar para que envie una notificacién por correo electrénico cuando haya
finalizado el analisis en tiempo real, cuando haya finalizado el analisis secundario integrado en el
instrumento o si se produce un error grave del software de MiSeqDx. Habitualmente se configura
durante la instalacién de MiSeqDx. Para utilizar esta funcidén es necesario disponer de permisos de
administrador de Local Run Manager.

1. Enelmenu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).

2. Seleccione la ficha Email Notifications (Notificaciones por correo electrénico).

3. Introduzca la siguiente informacion:

Local SMTP email server address (Direccion de servidor de correo electrénico SMTP local):
utilice el teclado en pantalla para introducir la direccién del servidor de correo electronico de
SMTP local. En caso necesario, pdngase en contacto con el administrador de las instalaciones
para obtener esta informacion.

Sender address (Direccion de correo electronico del remitente): utilice el teclado en pantalla
para introducir la direccion del correo electrénico del remitente. Esta puede ser su direcciéon de
correo electrénico u otra direccion diferente especificada para el envio de notificaciones por
correo electrénico. La direccion de correo electrénico del remitente debe tener el mismo
nombre de dominio que la direccién del servidor de correo electrdnico.

Recipient addresses (Direcciones de destinatarios): utilice el teclado en pantalla para

introducir las direcciones de correo electronico de todos los destinatarios de las notificaciones.

Separe cada direccion de correo electrénico con una coma. Seleccione Test (Prueba) para
enviar un mensaje de correo electrénico de prueba a los destinatarios de las notificaciones.

Notify via email when (Notificar por correo electrénico cuando): seleccione la casilla de

verificacién de cada uno de los eventos del experimento que desee que active una notificacion.

N.° de documento 200010452 vOO ESP
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

1



Guia de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v4

Configuracion de la ubicacion predeterminada de la
carpeta de resultados

La carpeta MiSegDx Output (Resultados de MiSeqDx) configura la ubicacién predeterminada de los
archivos de resultados de analisis. Las carpetas se pueden ubicar en una red local o en el ordenador del
instrumento. Si desea compartir los archivos o almacenarlos a largo plazo, cambie la carpeta de
resultados predeterminada a una ubicacion en la red.

Para configurar esta funcidn es necesario disponer de permisos de administrador de Local Run
Manager.

1. En el menu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).
2. Elija la ficha Run Settings (Configuracién del experimento).

3. Enelcampo Output Folder (Carpeta de resultados), introduzca la ruta a la ubicacién de la carpeta.
Asegurese de introducir por completo la ruta UNC, por ejemplo,
\\YourServer\Path\OutputFolder.

A ADVERTENCIA

Si se utiliza una unidad asignada como z: \OutputFolder, el analisis del experimento de
secuenciacién no finalizara.

Consumibles necesarios

Consumibles de secuenciacion

Los consumibles de secuenciacion necesarios para ejecutar el instrumento MiSeqDx se proporcionan
por separado como parte de un kit de diagndstico in vitro.

Consumibles proporcionados por el usuario

Antes de iniciar un experimento, asegurese de que estén disponibles los siguientes consumibles
proporcionados por el usuario.

Consumible Finalidad

Pafio humedecido en alcohol isopropilo Limpieza del cristal y la platina de la celda de
al70 % flujo

o}

en etanolal 70 %

Toallita de laboratorio sin pelusa Limpieza de la platina de la celda de flujo
Papel para lentes 10 x 15¢cm (4 x 6in) Limpieza de la celda de flujo
N.° de documento 200010452 vOO ESP 12
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Consumible Finalidad

Tubos MiSeq Lavado del conducto de la cadena molde
(opcional)

NaOCl, 5% Lavado del conducto de la cadena molde
(opcional)

Tween 20 Limpieza delinstrumento

Pinzas de plastico de punta cuadrada Extraccidn de la celda de flujo del contenedor

(opcionales) de transporte de celdas de flujo

Agua de laboratorio Limpieza del instrumento

Directrices para el agua de laboratorio

Utilice siempre agua de laboratorio o agua desionizada para llevar a cabo los procedimientos del
instrumento. No utilice nunca agua corriente.

Utilice solamente los siguientes tipos de agua o equivalentes:
* Agua desionizada

* lllumina PW1

* Agua de 18 megaohmios (MQ)

* Agua Milli-Q

* Agua Super-Q

* Agua de biologia molecular

Almacenamiento y manipulacion

Elemento Especificacion

Temperatura Transporte y almacenamiento: de-10°C a 40 °C
Condiciones de funcionamiento: de 19°C a 25 °C

Humedad Transporte y almacenamiento: humedad sin condensacién
Condiciones de funcionamiento: humedad relativa del 30 % al 75 %
(sin condensacién)
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Secuenciacion

Introduccion

Para realizar un experimento en MiSeqDx, siga los pasos de configuracion descritos en este capitulo.
Una veziniciado el experimento, el usuario no tendra que intervenir mas.

Cuando haya finalizado el experimento de secuenciacidn, no olvide lavar el instrumento.

Duracioén del experimento

La duracidén del experimento se basa en el numero de ciclos realizados. Dependiendo de la versién de
los reactivos de MiSeqDx, el instrumento puede llevar a cabo un experimento de secuenciacion
"paired-end" de un maximo de 2 x 301 ciclos de secuenciacion.

Numero de ciclos de una lectura

El nimero de ciclos realizados en una lectura es un ciclo mas que el nimero de ciclos analizados.
El ciclo adicional es necesario para los calculos de hebra retrasada y hebra adelantada.

Por ejemplo, un experimento "paired-end" de 150 ciclos lleva a cabo dos lecturas de 151 ciclos (2 x 151),
lo que hace un total de 302 ciclos aparte de los que se realizan para las lecturas de indice. Al final del
experimento se habran analizado 2 x 150 ciclos.

Generacion de grupos

Durante la generacién de grupos, las moléculas Unicas de ADN se unen a la superficie de la celda de
flujo y, a continuacidn, se amplifican por puente para formar grupos.

Secuenciacion

Después de la generacion de grupos, estos se digitalizan utilizando combinaciones de LED vy filtros
especificos de cada uno de los cuatro dideoxinucledtidos marcados con tinta fluorescente. Después de
finalizar la adquisicion de imagenes de una de las placas de la celda de flujo, esta se mueve a su sitio
para exponer la siguiente placa. El proceso se repite hasta que se digitalizan todas las placas. Después
del analisis de imagenes, el software realiza un analisis principal, que incluye las llamadas de bases, el
filtrado y la puntuacion de calidad.

N.° de documento 200010452 vOO ESP 14
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Analisis

Una vez finalizado el experimento, se inicia automaticamente el software de analisis Local Run
Manager para llevar a cabo el andlisis secundario de forma automatica.

El andlisis secundario se puede supervisar utilizando la conexién a Internet de otro ordenador, siempre
que el ordenador disponga de conexidn a la misma red que MiSeqDx. Consulte la Local Run Manager v3
Software Reference Guide for MiSeqDx (Guia de referencia del software Local Run Manager v3 para
MiSeqDx) (n.° de documento 200003931).

Preparacion del cartucho de reactivos

En las instrucciones siguientes, se describe cdmo descongelar el cartucho de reactivos con un bafio de
agua a temperatura ambiente.

1. Descongele el cartucho de reactivos en un bafio de agua con suficiente agua desionizada a
temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactivos hasta la linea de agua
impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la linea de nivel maximo de
agua.

2. Extraiga el cartucho de reactivos almacenado a una temperatura de entre -25°Cy -15 °C.

3. Coloque el cartucho de reactivos en un bafio de agua, con suficiente agua desionizada a
temperatura ambiente para que se sumerja la base del cartucho de reactivos. No permita que el
agua supere la linea de agua maxima indicada en el cartucho de reactivos.

Figura 3 Linea de agua maxima

4. Descongele el cartucho de reactivos en el bafio de agua a temperatura ambiente hasta que esté
completamente descongelado.
El tiempo que tarda en descongelarse varia entre 60 y 90 minutos aproximadamente y depende del
tipo de cartucho de reactivos. Consulte las instrucciones de uso del ensayo para obtener mas
informacidn.

5. Saque el cartucho del bafio de agua y golpéelo con suavidad en la mesa para que el agua salga de
la base del cartucho. Seque la base del cartucho. Asegurese de que no haya salpicaduras de agua
en la parte superior del cartucho de reactivo.

N.° de documento 200010452 vOO ESP 15
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Inspeccidon del cartucho de reactivos

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

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

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

3. Golpee suavemente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos.

NOTA Lostubos del dispensador del MiSeqDx acceden al fondo de cada depdsito para aspirar
los reactivos, de modo que es importante que estos no presenten burbujas de aire.

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

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos

Cuando el cartucho de reactivos esté completamente descongelado y listo para usar, podra empezar a

cargar muestras en el cartucho.

1. Utilice una punta de pipeta de 1 ml independiente, limpia y vacia para perforar el cierre metalico
situado por encima del depdsito del cartucho de reactivos etiquetado como Load Samples (Carga
de muestras).

NOTA No perfore ninguna otra posicion de los reactivos. Las demas posiciones de los reactivos
se perforan automaticamente durante el experimento.

2. Pipetee 600 ul de las bibliotecas de muestras de la biblioteca de amplicones diluida (DAL, diluted
amplicon library) preparadas en el depdsito Load Samples (Carga de muestras). Evite tocar el sello
metalico.

3. Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depdsito tras la carga de muestras. En caso de
que haya burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las
burbujas.
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Figura 4 Carga de bibliotecas

4. Continve directamente con los pasos de configuracidn del experimento mediante la interfaz de
MiSeq Operating Software (MOS).

Inicio de sesidon y seguimiento de las indicaciones de
secuenciacion

1. Enla pantalla Home (Inicio), seleccione Sequence (Secuenciar).

2. Sise abre la pantalla de inicio de sesidn, introduzca las credenciales de usuario adecuadasy,
a continuacion, seleccione Next (Siguiente). Vuelva a seleccionar Sequence (Secuenciar) después
de iniciar sesion.
Escoja uno de los experimentos del listado.

4. (Opcional) Seleccione Preview Samples (Vista previa de las muestras) para ver el listado de
muestras del experimento.

5. Seleccione Next (Siguiente).

6. Siga lasindicaciones para cargar la celda de flujo y los reactivos, y configurar el experimento (se
describe en las siguientes secciones).

Limpieza de la celda de flujo

La celda de flujo estd sumergida en tampdn de almacenamiento, dentro de un contenedor de celdas de
flujo.

1. Utilice un nuevo par de guantes sin talco.

2. Utilice unas pinzas de plastico para agarrar la celda de flujo por la base del cartucho de plasticoy
sdquela del contenedor de celdas de flujo.
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Figura 5 Retirada de la celda de flujo

3. Enjuague ligeramente la celda de flujo con agua de laboratorio y asegurese de que tanto el
cartucho de plastico como el cristal se enjuagan bien para eliminar el exceso de sales.
El exceso de sales puede afectar a la colocacidn de la celda de flujo en elinstrumento. Silas sales
se secan en el area de adquisicién de imagenes, esta también se vera afectada.

Figura 6 Enjuague de la celda de flujo

4. Seque bien la celda de flujo y el cartucho con una toallita para limpiar lentes sin pelusa y tenga
especial cuidado alrededor de la junta del puerto de la celda de flujo negra (marcada en la
ilustracidn siguiente). Seque con suaves golpecitos la zona de las juntas y el cristal adyacente.

Figura 7 Puertosyjuntas de celdas de flujo
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5. Limpie el cristal de la celda de flujo con un pafio humedecido en alcohol. Asegurese de que en el
cristal no haya pelusas ni fibras de tejido, huellas u otras marcas.
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NOTA No use el pafio humedecido en alcohol en la junta del puerto de la celda de flujo.

Figura 8 Secado de la celda de flujo

6. Seque el exceso de alcohol con una toallita para limpiar lentes sin pelusa.

7. Asegurese de que los puertos de las celdas de flujo no estdn obstruidos y de que las juntas estan

bien asentadas alrededor de los puertos de las celdas de flujo.
Silas juntas parecen estar desplazadas, vuelva a presionar con cuidado hasta que queden
perfectamente colocadas en su posicion alrededor de los puertos de las celdas de flujo.

Carga de la celda de flujo

1.

Levante la puerta del compartimento de la celda de flujo y, a continuacién, pulse el botén de
apertura situado a la derecha del cierre de la celda de flujo. Se abrira el cierre de la celda de flujo.

Figura 9 Abra el cierre de la celda de flujo

Asegurese de que la platina de la celda de flujo no tiene pelusa. Si hubiera pelusa o cualquier otro
desecho, limpie la platina de la celda de flujo con un pafio humedecido en alcohol o una toallita sin
pelusa humedecida en etanol o isopropanol. Limpie con cuidado la superficie de la platina de la
celda de flujo hasta que esté totalmente limpia y seca.

Mientras sostiene la celda de flujo por los bordes del cartucho de la celda de flujo, coléquela
en la platina.
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PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

19



Guia de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v4

Figura 10 Coloque la celda de flujo en la platina

4. Pulse suavemente el cierre de la celda de flujo para cerrarlo sobre la celda de flujo.
Una vez activado el cierre de la celda de flujo, unos pasadores de alineacién la posicionan. Sonara
un chasquido que indica que el cierre de la celda de flujo esta en posicidn segura.

Figura 11 Oclusién del cierre de la celda de flujo

5. Siel software no identifica la RFID de la celda de flujo, consulte Resolucion del error de lectura de
RFID en la pagina 42.

NOTA Sinose puede leer la RFID, se puede introducir manualmente la informacién de
identificacion. Sin embargo, el software solamente permite que uno de los tres
componentes con etiqueta de RFID (celda de flujo, cartucho de reactivo y MiSeqDx SBS
Solution [PR2]) dé error en un experimento de diagndstico in vitro. Para obtener
informacién adicional, consulte Resolucion del error de lectura de RFID en la pagina 42.

6. Cierre la puerta del compartimento de la celda de flujo.

Seleccione Next (Siguiente).
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Carga de reactivos

Carga de MiSegDx SBS Solution (PR2) y comprobacidon de la botella de
residuos

1. Retire la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) del almacenamiento a entre 2°Cy 8 °C.
Inviértala para mezclar el contenido y luego retire la tapa.

Abra la puerta del compartimento de reactivos.
Levante el mango del dispensador hasta que se quede fijo en su sitio.
Retire la botella de lavado y cargue la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2).

Figura 12 Cargue la botella de MiSegDx SBS Solution (PR2).

5. Vacie el contenido de la botella de residuos en el contenedor apropiado.

Baje lentamente el mango del dispensador. Asegurese de que los dispensadores desciendan hasta
introducirse en la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) y en la de residuos.

Figura 13 Baje el mango del dispensador
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7. Sielsoftware no identifica la RFID de la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2), consulte
Resolucidn del error de lectura de RFID en la pagina 42.

NOTA Sinose puede leerla RFID, se puede introducir manualmente la informacion de
identificacion. Sin embargo, el software solamente permite que uno de los tres
componentes con etiqueta de RFID (celda de flujo, cartucho de reactivo y MiSeqDx SBS
Solution [PR2]) dé error en un experimento de diagndstico in vitro. Para obtener
informacién adicional, consulte Resolucion del error de lectura de RFID en la pagina 42.

8. Seleccione Next (Siguiente).

Carga del cartucho de reactivos

1. Abra la puerta del refrigerador de reactivos.

NOTA Nodeje la puerta del refrigerador de reactivos abierta durante periodos prolongados.

2. Sujete el cartucho de reactivo por el extremo que tiene la etiqueta de lllumina e introdtzcalo en el
refrigerador de reactivos hasta que el cartucho se detenga.

Figura 14 Cargue el cartucho de reactivos

Cierre la puerta del refrigerador de reactivos.

Si el software no identifica la identificacién de radiofrecuencia (RFID, radio-frequency
identification) del cartucho de reactivos, consulte Resolucidn del error de lectura de RFID en la
pagina 42.

NOTA Sinose puede leerla RFID, se puede introducir manualmente la informacion de
identificacion. Sin embargo, el software solamente permite que uno de los tres
componentes con etiqueta de RFID (celda de flujo, cartucho de reactivo y MiSeqDx SBS
Solution [PR2]) dé error en un experimento de diagndstico in vitro. Para obtener
informacidn adicional, consulte Resolucion del error de lectura de RFID en la pagina 42.
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5. Para iniciar el experimento, seleccione una de las siguientes opciones.

* Sielsistema no esta configurado para iniciarse automaticamente después de una
comprobacion satisfactoria, seleccione Start Run (Iniciar experimento).

¢ Sielsistema esta configurado para iniciarse automaticamente después de una comprobacion
satisfactoria, el experimento de secuenciacidon comienza automaticamente. No tiene que estar
presente. Sin embargo, si se produce cualquier error durante la comprobacién, el experimento
no comenzard automaticamente.

NOTA Silatemperatura del refrigerador de reactivos no esta dentro delintervalo predeterminado,
es posible que el experimento de secuenciacion no se inicie. Consulte la seccion Solucion de
errores asociados a la temperatura del refrigerador de reactivos en la pagina 45.

Nota importante antes de iniciar el experimento

A ADVERTENCIA

MiSeqDx es sensible a las vibraciones. Sitoca el instrumento después de iniciar un
experimento, el resultado de la secuenciacion se puede ver perjudicado.

Una vez se ha cargado el cartucho de reactivos y se ha cerrado la puerta del compartimento
de reactivos, no abra ni el compartimento de la celda de flujo nilas puertas del
compartimento de reactivos. No toque tampoco el monitor del instrumento sino es para
pausar el experimento. Para obtenerinformacion adicional, consulte Pausa de un
experimento en la pagina 40.

A ADVERTENCIA

Asegurese de cerrar todos los archivos en MiSeqDx antes de iniciar un experimento y no abra
los archivos cuando haya uno en marcha.

Supervision del experimento

Durante un experimento, se supervisan los detalles de este mediante la pantalla Sequencing
(Secuenciacidn) del instrumento. La pantalla Sequencing (Secuenciacidn) solo puede visualizarse.

También puede utilizar Local Run Manager para supervisar un experimento de forma remota si el
instrumento esta conectado a la misma red.

Local Run Manager muestra el progreso del experimento e informacién sobre la secuenciacion (total de
grupos, % de grupos que superan el filtro, lectura 1lectura 2 %>= Q30 y ultimo ciclo puntuado). Si desea
obtener mas informacién, consulte Software Local Run Manager en la pagina 5.

1. Enla pantalla Sequencing (Secuenciacién) del instrumento, se pueden supervisar el progreso,
las intensidades y las puntuaciones de calidad del instrumento.
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* Run progress (Progreso del experimento): muestra el progreso del experimento en una barra
de estado y enumera el nimero de ciclos finalizados.

* Intensity (Intensidad): muestra el valor de las intensidades de grupos del percentil 90 para

cada placa.
El gréfico del area Intensity (Intensidad) representa el nimero de placas que se digitalizan.

* Siseadquierenimagenes solo de la superficie superior de la celda de flujo, aparece un grafico
con una sola columna.

* Siseadquierenimdagenes tanto de la superficie superior como de la inferior de la celda de flujo,

aparece un grafico de dos columnas.

A

B

A. Indica dos placas, solamente en la superficie superior
B. Indica cuatro placas, en la superficie superior e inferior

* Q-Score AllCycles (Puntuaciones Q de todos los ciclos): muestra el porcentaje medio de
bases superiores a Q30, que es una puntuacién de calidad (puntuacion Q). La puntuacién Q es
una prediccién de la probabilidad de que se realice una llamada de bases incorrecta.

Las puntuaciones Q se calculan tras el ciclo 25.

Puntuacion Probabilidad de llamada de bases

Q

Q40
Q30
Q20
Q10

incorrecta

Una entre 10 000
Una entre 1000
1entre 100

Tentre 10

* Cluster Density (K/mm?2) (Densidad de grupos [K/mm?2]): muestra el nimero de grupos por
milimetro cuadrado en el experimento. Lo idéneo seria esperar una densidad de grupos de
800 K/mm?2.

NOTA

La castidad de una llamada de bases es la proporcién de la intensidad de la sefial mas
alta dividida entre la suma de las dos sefiales mas altas. Si existe mas de una llamada de
bases con un valor de castidad inferior a 0,6 en los primeros 25 ciclos, las lecturas no
superan el filtro de calidad.
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* Estimated Yield (Mb) (Rendimiento estimado [Mb]): muestra el nimero de bases, medido en
megabases, previsto para el experimento. Este dato aparece solo tras el ciclo 25.

2. Cuando el experimento haya finalizado, aparecera el botéon Next (Siguiente). Revise los resultados
en la pantalla Sequencing (Secuenciacién) antes de continuar.

NOTA Lapantalla Sequencing (Secuenciacién) permanecera visible hasta que seleccione Next
(Siguiente). Tras seleccionar Next (Siguiente), no es posible volver a la pantalla
Sequencing (Secuenciacién).

3. Seleccione Next (Siguiente) para salir de la pantalla Sequencing (Secuenciacién) y proceder al
lavado posterior al experimento.

Generacion de plantillas

El analisis en tiempo real (RTA) utiliza los cuatro primeros ciclos del experimento de secuenciacién para
la generacién de plantillas. La generacion de plantillas es el proceso por el que se definen las posiciones
de los grupos de toda la superficie de la celda de flujo de acuerdo con las coordenadas X e Y.

Una vez generada la plantilla de las posiciones de los grupos, las imagenes producidas de cada ciclo de
adquisicién de imagenes posterior se alinearan con la plantilla. Se extraen las intensidades de grupos
individuales de los cuatro canales de color de nucledtidos y se producen llamadas de bases desde las
intensidades de grupos normalizadas.

Criterios de medicion del experimento

Los criterios de medicion del experimento aparecen en la pantalla Sequencing (Secuenciacién) en
diferentes puntos de un experimento. Durante los pasos de generacién de grupos, no se mostraran los
criterios de medicién.

Cuando empiece la secuenciacion, los criterios de medicion siguientes apareceran en los ciclos
indicados:

Ciclo Criterio de medicion

Ciclo1-4 Intensidad

Ciclo 4-25 Intensidad y densidad de grupos

Desde el ciclo 25 hasta que finalice el Intensidad, densidad de grupos, % PF, rendimiento y
experimento puntuaciones Q
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Realizacion de un lavado posterior al experimento

Ellavado posterior al experimento es la forma de lavado estandar del instrumento que se lleva a cabo
entre experimentos de secuenciacion. Lleve a cabo siempre un lavado del instrumento después de
terminar un experimento de secuenciacion. Siga las indicaciones del software para cargar los
componentes del lavado y realizar dicho lavado. El lavado posterior al experimento dura
aproximadamente 20 minutos.

Inicie el lavado directamente tras el experimento. Debe lavar el instrumento antes de configurar el
experimento siguiente. Para realizar un lavado posterior al experimento en otro momento que no sea
justo después de un experimento, utilice el comando de la pantalla Perform Wash (Realizar lavado)
para iniciar dicho lavado.

Unos lavados regulares del instrumento garantizan un rendimiento continuado de la siguiente manera:
* Sepurga el reactivo restante de los dispensadores y los conductos de fluidica.

* Se evitala acumulacién de sal y su cristalizacién en los dispensadores y los conductos de fluidica.

* Se evita la contaminacién cruzada con el experimento anterior.

Existe la opcién de llevar a cabo un lavado posterior al experimento que incluye el lavado del conducto
de cadena molde con una solucién de hipoclorito sédico (NaOCI). El lavado dura aproximadamente

30 minutos. Consulte la seccidn Procedimiento con lavado de conducto de cadena molde en la

pagina 28.

NOTA Deje la celda de flujo usada en el instrumento. Debe haber una celda de flujo cargada en el
instrumento para llevar a cabo un lavado del instrumento.

Consumibles proporcionados por el usuario
* Tween 20 (Sigma-Aldrich, n.° de catalogo P7949)
* Agua de laboratorio

* NaOCI (utilizar en el lavado posterior al experimento que incluye lavado del conducto de cadena
molde)

* Tubo MiSeq (n.° de referencia MS-102-9999) (para lavados posteriores al experimento que
incluyen lavado del conducto de cadena molde)

Procedimiento

1. Prepare una solucion de lavado nueva con Tween 20 y agua de laboratorio como se explica a
continuacion:

a. Afada 5 mlde Tween 20al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25 mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

N.° de documento 200010452 vOO ESP
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO



Guia de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v4

10.
1.

N.° de documento 200010452 vOO ESP

c. Invierta varias veces para mezclar.

Prepare los componentes de lavado con soluciéon de lavado nueva de Tween 20al 0,5 % de la
siguiente forma:

a. Afada 6 mlde solucion de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.
b. Afada 350 ml de solucién de lavado a la botella de lavado de 500 ml.

En la pantalla de lavado posterior al experimento, seleccione Start Wash (Iniciar lavado). El
software eleva automaticamente los dispensadores del refrigerador de reactivos. Espere varios
segundos para asegurarse de que los dispensadores estén completamente elevados antes de
continuar.

No seleccione la opcién Perform optional template line wash (Realizar lavado opcional de conducto
de cadena molde) en la pantalla de lavado posterior al experimento. El lavado del conducto de
cadena molde precisa un procedimiento diferente. Consulte la seccién Procedimiento con lavado
de conducto de cadena molde en la pagina 28.

Abra la puerta del refrigerador de reactivos y del compartimento de reactivos y extraiga el cartucho
de reactivos utilizado del refrigerador.

Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope y, a
continuacion, cierre la puerta del refrigerador de reactivos.

Levante el mango del dispensador que se encuentra delante de la botella de MiSeqDx SBS Solution
(PR2) y de la botella de residuos hasta que se quede fijo en su sitio.

Retire la botella de MiSegDx SBS Solution (PR2) y sustitlyala por la botella de lavado.

NOTA Deseche la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) después de cada experimento. En el
caso de que sobre MiSeqDx SBS Solution (PR2), no la reutilice.

Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella de
residuos al compartimento de reactivos.

A ADVERTENCIA

Este conjunto de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas.
Evite su inhalacion, ingestion y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccidn, incluidos gafas, guantes y batas de
laboratorio adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizados
como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con las hormativas y leyes
regionales, hacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacion
medioambiental, sanitaria y de seguridad, consulte las hojas de datos de seguridad (SDS,
safety data sheet) en support.illumina.com/sds.html.

Baje despacio el mango del dispensador y asegurese de que los dispensadores desciendan hasta
introducirse en la botella de lavado y la de residuos.
Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el lavado posterior al experimento.
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Cuando el lavado haya finalizado, deje en el instrumento la celda de flujo usada, la bandeja de lavado y
la botella de lavado con la solucién de lavado sobrante.

NOTA Losdispensadores permanecen en posicidn bajada, que es lo normal. Deje la solucidn de
lavado sin utilizar en la bandeja de lavado y en la botella de lavado para evitar que los
dispensadores se sequen y que entre aire en el sistema.

Procedimiento con lavado de conducto de cadena molde

1. Prepare una solucién de lavado nueva con Tween 20y agua de laboratorio, como se explica a
continuacion.

a. Afada 5 mlde Tween 20al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

c. Invierta cinco veces para mezclar.

2. Prepare una solucion de lavado nueva con NaOCIl y agua de laboratorio tal como se explica a
continuacion.

a. Afada 36 plde NaOClal 5 % a 864 pl de agua de laboratorio. Estos volimenes dan lugar a una
dilucién 1:25 de NaOCI.

b. Afada 50 pl de la dilucidn 1:25 de NaOCl a 950 pl de agua de laboratorio en un tubo MiSeq
(n.° de referencia MS-102-9999).

NOTA Esimportante utilizar la concentracion correcta de NaOCl. Asegurese de que comprueba
el porcentaje de NaOCI que aparece en la etiqueta del producto. Sila concentracion es
demasiado elevada, puede provocar errores en la generacion de grupos en experimentos
posteriores. Sino se dispone de NaOCl al 5 %, elabore una solucion de 1 ml de NaOCI al
0,01 % en agua de laboratorio. No utilice NaOCl para un lavado de mantenimiento ni para
un lavado en modo en espera.

3. Prepare los componentes del lavado con solucién de lavado nueva de la siguiente forma.
a. Afada 6 mlde solucién de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.

b. Afada 350 ml de solucion de lavado a la botella de lavado de 500 ml.
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4.

Inserte el tubo MiSeq con la solucion de lavado de NaOCl al 0,01 % en la posicion 17 de la bandeja de
lavado hasta que el cuello del tubo esté alineado con la bandeja. El tubo desplazara la solucién de
lavado con Tween 20y agua de laboratorio de la posicién 17.

Figura 15 Tubo MiSeq en la posicion 17 de la bandeja de lavado

NOTA Asegurese deinsertar el tubo MiSeq con NaOCI solo en la posicién 17 de la bandeja.
Siinserta el tubo en otra posicién, puede provocar fallos en la generacién de grupos de
los experimentos siguientes y puede dafar el sistema hidraulico del instrumento
MiSeqgDx.

Una vez finalizado el experimento, seleccione Start Wash (Iniciar lavado). El software eleva
automaticamente los dispensadores del refrigerador de reactivos.

Seleccione la opcion Perform optional template line wash (Realizar lavado opcional de conducto de
cadena molde) en la pantalla Post-Run Wash (Lavado posterior al experimento).

Abra la puerta del refrigerador de reactivos y del compartimento de reactivos y extraiga el cartucho
de reactivos utilizado del refrigerador.

Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue altopey, a
continuacion, cierre la puerta del refrigerador de reactivos.

Levante el mango del dispensador delante de la botella de PR2 y de la botella de residuos hasta que
quede bloqueado en su sitio.

10. Retire la botella de PR2 y sustitlyala por la botella de lavado.
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11. Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella de
residuos al compartimento de reactivos.

A ADVERTENCIA

Este conjunto de reactivos contiene sustancias quimicas potencialmente peligrosas.
Evite su inhalacidn, ingestién y el contacto con la piel o los ojos, puesto que puede
provocar lesiones. Utilice un equipo de proteccidn, incluidos gafas, guantes y batas de
laboratorio adecuados para el riesgo de exposicion. Manipule los reactivos utilizados
como residuos quimicos y deséchelos de conformidad con las nhormativas y leyes
regionales, hacionales y locales aplicables. Para obtener mas informacion
medioambiental, sanitaria y de seguridad, consulte las hojas de datos de seguridad (SDS,
safety data sheet) en support.illumina.com/sds.html.

12. Baje despacio el mango del dispensador y asegurese de que los dispensadores desciendan hasta
introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

13. Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

14. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el lavado posterior al experimento.

Cuando el lavado haya finalizado, deje en el instrumento la celda de flujo usada, la bandeja de lavado y
la botella de lavado con la solucidn de lavado sobrante.

NOTA Losdispensadores permanecen en posicién bajada, que es lo normal. Deje la solucidn de
lavado sin utilizar en la bandeja de lavado y en la botella de lavado para evitar que los
dispensadores se sequen y que entre aire en el sistema.
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Mantenimiento

Frecuencia del mantenimiento

Lleve a cabo las actividades de mantenimiento descritas en este capitulo en los intervalos que figuran
en las siguientes tablas.

Tabla1 Mantenimiento durante el funcionamiento normal

Actividad Mensualmente Segun resulte necesario
Lavado de mantenimiento X
Lavado en modo en espera Para preparar para inactividad

(=7 dias sin utilizar)

Apagado delinstrumento X

Tabla 2 Mantenimiento durante inactividad (=7 dias sin utilizar)

Actividad Mensualmente Segun resulte necesario
Lavado en modo en espera X
Apagado delinstrumento X

Mantenimiento preventivo

[llumina recomienda llevar a cabo un mantenimiento preventivo por afio natural. Si no dispone de
contrato de servicios, pongase en contacto con el comercial de su regidn o con el servicio de asistencia
técnica de lllumina para acordar un servicio de mantenimiento preventivo facturable.

Realizacion de un lavado de mantenimiento

Realice un lavado de mantenimiento cada 30 dias para garantizar un rendimiento éptimo. El lavado de
mantenimiento tarda en torno a 90 minutos en completarse. Este lavado incluye una serie de tres
pasos que purgan exhaustivamente el sistema con una solucién de lavado de agua de laboratorio
mezclada con Tween 20.

Puede configurar el instrumento para que realice un lavado de mantenimiento entre los distintos
experimentos, en lugar de un lavado posterior al experimento. Consulte la seccién Configuracion de la
opcion Post-Run Wash (Lavado posterior al experimento) en la pagina 10.

Consumibles proporcionados por el usuario

*  Tween 20 (Sigma-Aldrich, n.° de catalogo P7949)

N.° de documento 200010452 vOO0 ESP
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

31



Guia de referencia del instrumento MiSeqDx para MOS v4

* Agua de laboratorio

A PRECAUCION

Cierre siempre la puerta del refrigerador de reactivos después de cargar la bandeja de lavado
y antes de iniciar un lavado. Este paso evita posibles lesiones si sus manos estan enla
trayectoria de los dispensadores cuando estos bajan.

Procedimiento

1. Asegurese de que haya una celda de flujo usada cargada en el instrumento.
En la pantalla Home (Inicio), seleccione Perform Wash (Realizar lavado).

3. Enla pantalla Perform Wash (Realizar lavado), seleccione Maintenance Wash (Lavado de
mantenimiento). El software eleva automaticamente los dispensadores del refrigerador de
reactivos.

NOTA Utilice siempre solucidn de lavado nueva para cada paso de lavado. La reutilizacién de la
solucion de lavado de un lavado anterior puede devolver residuos a los conductos de fluidica.

Realizacion del primer lavado

1. Prepare solucién de lavado nueva con Tween 20y agua de laboratorio, como se explica a
continuacion:

a. Afnada 5mlde Tween 20al100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25 mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

c. Invierta varias veces para mezclar.

2. Prepare los componentes de lavado con solucidn de lavado nueva de Tween 20 al 0,5 % de la
siguiente forma:

a. Afada 6 mlde solucién de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.
b. Afada 350 ml de solucion de lavado a la botella de lavado de 500 ml.
3. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado en el instrumento:

a. Abra la puerta del compartimento de reactivos y la puerta del refrigerador de reactivos y
extraiga la bandeja de lavado o el cartucho de reactivos utilizados del refrigerador.

b. Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope. Cierre
la puerta del refrigerador de reactivos.
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c. Levante el mango del dispensador situado frente a la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) y
la botella de residuos hasta que se quede fijo en su sitio y sustituya la botella de MiSeqDx SBS
Solution (PR2) por la botella de lavado.

NOTA Deseche la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) después de cada experimento.
En el caso de que sobre MiSegDx SBS Solution (PR2), no la reutilice.

d. Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella
de residuos al compartimento de reactivos.

e. Baje despacio el mango del dispensador y asegurese de que los dispensadores desciendan
hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

bl

Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

4. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el primer lavado.
Realizacion del segundo lavado

1. Prepare una solucion de lavado nueva con Tween 20 y agua de laboratorio como se explica a
continuacion:

a. Afnada 5mlde Tween 20al100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25 mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

c. Invierta varias veces para mezclar.

2. Cuando haya finalizado el primer lavado, retire la bandeja de lavado y la botella de lavado y
deseche la solucidn de lavado restante.

3. Rellene los componentes de lavado con solucidn de lavado nueva de Tween 20al 0,5 % de la
siguiente forma:

a. Afada 6 mlde solucién de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.
b. Afada 350 mlde solucién de lavado a la botella de lavado de 500 ml.
4. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado como se explica a continuacion:

a. Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope. Cierre
la puerta del refrigerador de reactivos.

b. Cargue la botella de lavado y baje despacio el mango del dispensador; asegurese de que los
dispensadores desciendan hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

c. Cierrela puerta del compartimento de reactivos.

5. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el segundo lavado.
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Realizacion del lavado final

1. Prepare una solucion de lavado nueva con Tween 20y agua de laboratorio como se explica a
continuacion:

a. Anada 5 mlde Tween 20 al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25 mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan como resultado una solucioén de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

c. Invierta varias veces para mezclar.

2. Cuando haya finalizado el segundo lavado, retire la bandeja de lavado y la botella de lavado y
deseche la solucién de lavado restante.

3. Rellene los componentes de lavado con solucién de lavado nueva de Tween 20al 0,5 % de la
siguiente forma:

a. Afada 6 mlde solucion de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.
b. Afada 350 mlde solucién de lavado a la botella de lavado de 500 ml.
4. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado como se explica a continuacién:

a. Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope.
Cierre la puerta del refrigerador de reactivos.

b. Cargue la botella de lavado y baje despacio el mango del dispensador; asegurese de que los
dispensadores desciendan hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

c. Cierrela puerta del compartimento de reactivos.

5. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el lavado final.

Después del lavado

Cuando el lavado haya finalizado, deje en el instrumento la celda de flujo usada, la bandeja de lavado y
la botella de lavado con la solucion de lavado sobrante.

NOTA Losdispensadores permanecen en posicidon bajada, que es lo normal. Deje la solucion de
lavado sin utilizar en la bandeja de lavado y en la botella de lavado para evitar que los
dispensadores se sequen y que entre aire en el sistema.

Realizacion de un lavado en modo en espera

Sino tiene previsto utilizar el instrumento en los préximos 7 dias, preparelo para que permanezca
inactivo realizando un lavado en modo en espera. El lavado en modo en espera prepara los conductos
de fluidica para que permanezcan inactivos y realiza dos lavados consecutivos que purgan todas las
posiciones de cualquier resto de reactivo o acumulacién de sal. Cada lavado tarda aproximadamente
60 minutos. Espere unas dos horas para que el lavado en modo en espera finalice.
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Cuando el lavado en modo en espera haya finalizado, el instrumento estara en modo en espera 'y
aparecera un mensaje en la pantalla Home (Inicio) indicando el estado del instrumento. Cuando el
instrumento esta en modo en espera, es preciso realizar un lavado de mantenimiento antes de iniciar
un experimento de secuenciacion.

NOTA lllumina recomienda repetir el lavado en modo en espera cada 30 dias de inactividad del
instrumento.

Consumibles proporcionados por el usuario
* Tween 20 (Sigma-Aldrich, n.° de catdlogo P7949)

* Agua de laboratorio o agua desionizada (para consultar las directrices sobre el agua de laboratorio,
consulte la Guia de preparacion del centro de MiSeqDx (n.° de documento 15070066_esp))

Procedimiento

1. Asegurese de que haya una celda de flujo usada cargada en el instrumento.
En la pantalla Home (Inicio), seleccione Perform Wash (Realizar lavado).

3. Enla pantalla Wash Options (Opciones de lavado), seleccione Standby Wash (Lavado en modo en
espera). El software eleva automaticamente los dispensadores del refrigerador de reactivos.

NOTA Utilice siempre solucidn de lavado nueva para cada paso de lavado. La reutilizacién de la
solucion de lavado de un lavado anterior puede devolver residuos a los conductos de fluidica.

Realizacion del primer lavado

1. Prepare solucién de lavado nueva con Tween 20 y agua de laboratorio, como se explica a
continuacion:

a. Afada 5 mlde Tween 20al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

b. Afada 25mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

c. Invierta varias veces para mezclar.

2. Prepare los componentes de lavado con solucidn de lavado nueva de Tween 20al 0,5 % de la
siguiente forma:

a. Afnada 6 mlde solucién de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.
b. Afada 350 mlde solucién de lavado a la botella de lavado de 500 ml.
3. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado en el instrumento:

a. Abrala puerta del compartimento de reactivos y la puerta del refrigerador de reactivos y
extraiga la bandeja de lavado o el cartucho de reactivos utilizados del refrigerador.
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f.

Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope. Cierre
la puerta del refrigerador de reactivos.

Levante el mango del dispensador situado frente a la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) y
la botella de residuos hasta que se quede fijo en su sitio y sustituya la botella de MiSeqDx SBS
Solution (PR2) por la botella de lavado.

NOTA Deseche la botella de MiSeqDx SBS Solution (PR2) después de cada experimento.
En el caso de que sobre MiSegDx SBS Solution (PR2), no la reutilice.

Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella
de residuos al compartimento de reactivos.

Baje despacio el mango del dispensador y asegurese de que los dispensadores desciendan
hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

4. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el primer lavado.

Realizacion del segundo lavado

1. Prepare una solucion de lavado nueva con Tween 20y agua de laboratorio como se explica a
continuacion:

a.

C.

Afada 5 mlde Tween 20 al 100 % a 45 ml de agua de laboratorio. Estos volumenes
proporcionan un resultado de Tween 20 al 10 %.

Afiada 25 mlde Tween 20al10 % a 475 ml de agua de laboratorio. Estos volimenes
proporcionan como resultado una solucion de lavado de Tween 20 al 0,5 %.

Invierta varias veces para mezclar.

2. Cuando haya finalizado el primer lavado, retire la bandeja de lavado y la botella de lavado y
deseche la solucién de lavado restante.

3. Rellene los componentes de lavado con solucion de lavado nueva de Tween 20al 0,5 % de la
siguiente forma:

a.
b.

Afada 6 ml de solucién de lavado a cada depdsito de la bandeja de lavado.

Afada 350 ml de solucidn de lavado a la botella de lavado de 500 ml.

4. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado como se explica a continuacion:

a.

C.

Introduzca la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que llegue al tope. Cierre
la puerta del refrigerador de reactivos.

Cargue la botella de lavado y baje despacio el mango del dispensador; asegurese de que los
dispensadores desciendan hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

5. Seleccione Next (Siguiente). Comenzara el segundo lavado.
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Después del lavado

Cuando el lavado haya finalizado, deje en el instrumento la celda de flujo usada, la bandeja de lavado y
la botella de lavado con la solucidn de lavado sobrante.

NOTA Losdispensadores permanecen en posicidn bajada, que es lo normal. Deje la solucidn de
lavado sin utilizar en la bandeja de lavado y en la botella de lavado para evitar que los
dispensadores se sequen y que entre aire en el sistema.

Apagado del instrumento

Se recomienda dejar siempre encendido el instrumento. Sin embargo, si es preciso apagar el
instrumento, utilice el procedimiento siguiente para apagar Windows y preparar los conductos de
fluidica.

1. Realice un lavado de mantenimiento. Para obtener més informacién, consulte Procedimiento en la
pagina 32.

2. Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella de
residuos al compartimento de reactivos.
Cierre la puerta del compartimento de reactivos.

En el menu principal, seleccione Shutdown Instrument (Apagar instrumento).
Este comando apaga el software del instrumento.

5. Mueva elinterruptor de alimentacion a la posicion OFF (Apagado).

NOTA Trasapagar elinstrumento, espere como minimo 60 segundos antes de volver a poner el
interruptor de alimentacion en la posicién ON (Encendido).
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Resolucion de problemas

Introduccion

Esta seccion describe los pasos habituales de resolucién de problemas que puede seguir antes de
ponerse en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina. En la mayoria de los errores,
aparecera un mensaje en pantalla con las instrucciones para corregir el error.

Para cuestiones técnicas, visite las paginas de asistencia de MiSegDx en el sitio web de lllumina.
Las paginas de asistencia proporcionan acceso a la documentacion, las descargas y las preguntas
frecuentes. Para acceder a los boletines de asistencia, inicie sesion en su cuenta de Mylllumina.

Sitiene problemas con la calidad o el rendimiento de los experimentos, pdngase en contacto con el
servicio de asistencia técnica de lllumina. Para obtener mas informacion, consulte Asistencia técnica en
la pagina 53.

Normalmente, los representantes del servicio de asistencia técnica de lllumina solicitan copias de
archivos especificos del experimento para solucionar problemas. Puede utilizar la funcién Bundle Logs
(Empaquetar registros) de la pantalla Manage Files (Administrar archivos) para agrupar y empaquetar
en un archivo ZIP los archivos necesarios para solucionar problemas.

Empaquetado de registros para solucionar problemas

Bundle Logs (Empaquetar registros) es una funcion que agrupa archivos y los envia al servicio de

asistencia técnica de lllumina para solucionar problemas. Utilice la ficha Bundle Logs (Empaquetar

registros) de la pantalla Manage Files (Administrar archivos) para seleccionar un grupo de archivos,

llamado paquete. El paquete se comprime en un archivo ZIP automaticamente.

La funcién Bundle Logs (Empaquetar registros) agrupa los archivos de un experimento en un tipo de

paquete cada vez. Repita el procedimiento de empaquetar los registros de cada experimento y de cada

tipo de paguete que solicite el servicio de asistencia técnica de lllumina.

1. Enla pantalla Manage Files (Administrar archivos), seleccione la ficha Bundle Logs (Empaquetar
registros).

2. Seleccione Browse (Examinar) para ir a la ubicacién de la carpeta MiSeqOutput (ResultadoMiSeq).
Seleccione la casilla junto al experimento.

Seleccione Bundle Logs (Empaquetar registros).

Se abrira la pantalla Bundle Files (Archivos del paquete), que mostrara la informacion del paquete,
incluida la lista de archivos concretos que contiene.

Para obtener mas informacién sobre cada carpeta y los archivos de la funcién Bundle Logs
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(Empaquetar registros), consulte la MiSeq Output and Analysis Folders Quick Reference Card
(Tarjeta de referencia rapida de carpetas de analisis y de resultados de MiSeq) (n.° de documento
15034791).

Seleccione Next (Siguiente).
6. Vaya a la ubicacion donde desea guardar los archivos del paquete comprimidos en formato ZIP.

7. Seleccione Save (Guardar).
Cuando el proceso finalice, se volvera a abrir la ficha Bundle Logs (Empaquetar registros).

8. Envie el paquete comprimido en formato ZIP al servicio de asistencia técnica de lllumina.

Realizar una comprobacion del sistema

Algunas comprobaciones del sistema pueden realizarse antes de ponerse en contacto con el servicio
de asistencia técnica de lllumina, como la prueba de volumen. Una prueba de volumen comprueba el
estado del sistema de fluidica calculando el volumen de flujo a medida que las burbujas pasan por los
sensores. Para obtener mas informacidn, consulte Realizacion de una prueba de volumen en la
pagina 44.

A PRECAUCION

Para las pruebas de inclinacién/punta y de dptica completa se requiere una celda de flujo
especial y solo debe llevarlas a cabo un técnico de lllumina.
1. Enelmenu principal, seleccione System Check (Comprobacién del sistema).
2. Realice una de las siguientes acciones:
* Seleccione las pruebas individuales que quiere realizar.
* Elija la opcion Select All (Seleccionar todas) para realizar todas las pruebas.

3. Seleccione Next (Siguiente).
Cuando finalicen, los resultados de las pruebas apareceran en la pantalla.

4. [Opcional] Seleccione Show Details (Mostrar detalles) para ver un resumen de los resultados en la
interfaz del software.

5. [Opcional] Seleccione Export Results (Exportar resultados) para exportar los resultados en un
archivo con formato *.csv a una unidad USB.

6. Seleccione Done (Hecho).

Pausa o detencidn de un experimento

MiSeqDx esta disefiado para realizar un experimento de principio a fin sin necesidad de que intervenga
el usuario. No obstante, se puede pausar o detener un experimento en la pantalla Sequencing
(Secuenciacién).
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Pausa de un experimento

Puede pausar temporalmente un experimento antes de que haya finalizado. Por ejemplo, un
experimento se puede pausar si sospecha que la botella de residuos esta llena. Los experimentos que
se han pausado se pueden reanudar.

Cuando seleccione Pause (Pausa), el comando actual finalizara antes de que el experimento se pause
y la celda de flujo se ponga en un estado seguro.

A PRECAUCION

Noponga en pausa un experimento durante la generacidn de grupos o en los primeros cinco
ciclos de la secuenciacion. No es posible reanudar un experimento puesto en pausa en ese
momento.

Para pausar un experimento en la pantalla Sequencing (Secuenciacién), seleccione Pause (Pausar).
El botdn cambiaré a Resume (Reanudar).

Cuando esté listo para reanudar el experimento, seleccione Resume (Reanudar).

Detencion de un experimento

Puede detener un experimento durante la secuenciacidn antes de que finalice con el botén Stop
(Detener) de la pantalla Sequencing (Secuenciacién). Puede detener un experimento si este se ha
configurado incorrectamente, sila calidad de los datos es mala o si detecta un error de hardware.

Cuando se detiene un experimento, el comando actual no se realiza y la platina de la celda de flujo se
mueve hacia delante. El analisis principal continta en el Ultimo ciclo finalizado.

Para detener un experimento, seleccione Stop (Detener) en la pantalla Sequencing (Secuenciacién).
Cuando se detiene un experimento, el comando actual no se realiza y la platina de la celda de flujo se
mueve hacia delante. El andlisis principal continda en el dltimo ciclo finalizado.

Figura 16 Detencidn de un experimento
© Question

Stopping a run is final. You cannot resume the run.
Are you sure you want to stop the run?

La detencion de un experimento es definitiva. No es posible reanudar un experimento tras detenerlo.
La Unica opcidn disponible es pasar a realizar un lavado del instrumento.
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Alzado manual de los dispensadores del cartucho de
reactivos

Es posible que los dispensadores del cartucho de reactivos no se levanten de forma automatica si se
interrumpié de manera inesperada un experimento o si se produjo un error mientras se llevaba a cabo.
Para retirar el cartucho de reactivos, levante manualmente los dispensadores.

1. Enla pantalla Home (Inicio), seleccione Perform Wash (Realizar lavado).
2. Seleccione Raise Sippers (Levantar dispensadores).

3. Retire el cartucho de reactivos.

Resolucion de errores de configuracion del
experimento

Sialguna de las comprobaciones previas al experimento da error, aparecera un icono rojo X junto al
elemento. Aparecera un mensaje en pantalla que describird el error y la accidén necesaria para
corregirlo.

Error Accién

X Flow Rate Measured Se abrira la pantalla de comprobacion de la velocidad de flujo. Utilice la
(Velocidad de flujo lista desplegable o el teclado en pantalla para introducir lo siguiente:
medida) « Solution (Solucién): PR2

Volume (Volumen): 250

Aspirate Rate (Velocidad de aspiracion): 2500

» Dispense Rate (Velocidad de dispensacion): 2500

Seleccione Pump (Dispensar). Si el error persiste, defina el volumen para
que dispense 500 pl de MiSegDx SBS Solution (PR2) y repita el proceso.
Una vez bombeados los fluidos, seleccione Restart Check (Reiniciar
comprobacién).

Cuando la comprobacidn previa al experimento se realice
correctamente, el botdn Start Run (Iniciar experimento) se activara.

Sila comprobacion del flujo vuelve a fallar, recoloque la celda de flujo
para asegurarse de que el flujo no se interrumpa debido a una alineacién
incorrecta. Compruebe que no haya pelusas niirregularidades en las
juntas de la celda de flujo.

KFree Disk Space Siqueda poco espacio en el disco, aparecerd un mensaje que indicara la
(Liberar espacio en cantidad de espacio en el disco necesaria. Utilice la funcidén Manage Files
disco) (Administrar archivos) para liberar el espacio necesario en el ordenador

delinstrumento.
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Error Accién

YNetwork Connection Asegurese de que el cable de red esta conectado al instrumento.

Active (Conexién dered  Sila conexién de red no se restablece, seleccione Reboot (Reiniciar) en

activa) la pantalla Manage Instrument (Administrar instrumento) para reiniciar
el software.

Sila conexién de red sigue sin restablecerse, seleccione Shut Down
(Apagar) en la pantalla Manage Instrument (Administrar instrumento) vy,
a continuacion, apague el instrumento con el interruptor de
alimentacion. Espere al menos 60 segundos y, a continuacion, encienda
elinstrumento e inicie el software.

¥Primary Analysis El andlisis principal del experimento anterior no ha finalizado. El tiempo
Ready (Analisis principal  predeterminado para la finalizacion del analisis principal es una hora y
preparado) aparece una cuenta atras en la pantalla. Las opciones son esperar una

hora o seleccionar la opcion Terminate Analysis (Finalizar analisis). Los
ciclos incompletos conllevan la detencidn de los analisis secundarios.

Resolucion del error de lectura de RFID

En los siguientes casos se producen errores de RFID:

* Elcomponente cargado no forma parte de ningun kit de diagndstico in vitro.

* Elcomponente cargado no forma parte del kit identificado por el médulo de Local Run Manager.
* Hayun fallo técnico con la lectura de la etiqueta de RFID del componente.

Los pasos indicados a continuacion pueden servir para solucionar errores de la RFID que deriven de un
fallo técnico.

NOTA Enun experimento de diagndstico se permite un fallo de lectura de RFID. Sino se puede leer
la RFID de dos consumibles, el software no puede continuar con el paso siguiente de la
configuracién del experimento. Si ocurre esto, pdngase en contacto con el servicio de
asistencia técnica de lllumina.

Celda de flujo

1. Siempre debe volver a intentar la lectura de RFID antes de continuar. Para ello, abra y cierre la
puerta del compartimento de la celda de flujo.

2. Sila RFID vuelve a fallar, seleccione Get Code (Obtener cédigo).
Pdngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina para obtener un cédigo de
derivacion de RFID temporal. Un codigo de derivacidn temporal caduca a los siete dias.

Introduzca el cédigo de derivacidon temporal con el teclado en pantalla.

Seleccione Next (Siguiente).
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Introduzca la siguiente informacién:

* Numero del cédigo de barras de la celda de flujo, que se encuentra en la etiqueta del
contenedor de celdas de flujo justo debajo del cddigo de barras

* Numero de referencia de la celda de flujo
Seleccione Next (Siguiente) para ir a la pantalla Load Flow Cell (Cargar celda de flujo).

Seleccione Next (Siguiente) para continuar con el paso siguiente de la configuracién del
experimento.

Botella de MiSegDx SBS Solution (PR2)

1.

Siempre debe volver a intentar la lectura de RFID antes de continuar. Para ello, suba y baje el
mango del dispensador de reactivo.

Sila RFID vuelve a fallar, seleccione Get Code (Obtener c4digo).
Péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina para obtener un cédigo de
derivacion de RFID temporal. Un cddigo de derivacidn temporal caduca a los siete dias.

Introduzca el cédigo de derivacion temporal con el teclado en pantalla.
Seleccione Next (Siguiente).
Introduzca la siguiente informacién:

* Numero de cédigo de barras de la botella de MiSegDx SBS Solution (PR2), que se encuentra en
la etiqueta de dicha botella, justo debajo del codigo de barras

* Numero de referencia de la botella de MiSegDx SBS Solution (PR2)
Seleccione Next (Siguiente) para ir a la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos).

Seleccione Next (Siguiente) para continuar con el paso siguiente de la configuracién del
experimento.

Cartucho de reactivos

1.

Siempre debe volver a intentar la lectura de RFID antes de continuar. Para ello, abra y cierre la
puerta del refrigerador de reactivos.

Sila RFID vuelve a fallar, seleccione Get Code (Obtener cddigo).
Pdngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina para obtener un cédigo de
derivacion de RFID temporal. Un cddigo de derivacién temporal caduca a los siete dias.

Introduzca el cédigo de derivacidon temporal con el teclado en pantalla.
Seleccione Next (Siguiente).
Introduzca la siguiente informacién:

* Numero del cédigo de barras del kit de reactivos, que se encuentra en la etiqueta del kit justo
debajo del cédigo de barras

* Numero de referencia del kit de reactivos
Seleccione Next (Siguiente) para volver a la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos).

Seleccione Next (Siguiente) para continuar con el paso siguiente de la configuracién del
experimento.
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Prevencion de reinicios durante un experimento

SiMiSeqgDx se reinicia a mitad de un experimento, puede deberse a que el software de Windows
Update de la red se ha configurado para instalar automaticamente actualizaciones de software. Este
ajuste debe haberse desactivado durante la instalacién. Pébngase en contacto con el departamento
informatico local si desea obtener ayuda para inhabilitar las actualizaciones automaticas del sistema
operativo Windows que se ejecuta en segundo plano en elinstrumento MiSeqDx.

Resolucidon de problemas de velocidad de flujo

La velocidad de flujo es la velocidad a la que los fluidos pasan por el sistema de fluidica (ul/min). Se
mide antes de cada experimento, durante la comprobacién previa. Si el sistema no puede medir la
velocidad de flujo, bombee un volumen de reactivo (MiSeqDx SBS Solution [PR2]) a través del sistema
antes de volver a comprobar la velocidad de flujo.

1. Utilice la lista desplegable o el teclado en pantalla para introducir la informacién siguiente:
* Solution (Solucién): PR2
* Volume (Volumen): 250 i
* Aspirate Rate (Velocidad de aspiracién): 2500 ul/min
* Dispense Rate (Velocidad de dispensacién): 2500 ul/min
Seleccione Pump (Dispensar).
Cuando haya finalizado el paso de bombeo, seleccione Restart Check (Reiniciar comprobacién).

4. Sielerror persiste, defina el volumen para que dispense 500 pl de MiSeqDx SBS Solution (PR2) y
repita el proceso una vez mas. Si el segundo intento no resuelve el error, pdngase en contacto con
el servicio de asistencia técnica de Illlumina.

Realizacion de una prueba de volumen

Una obstruccién de los conductos de fluidica podria ser la causa de una administracién de reactivos
incorrecta y afectar a los resultados de secuenciacion. Si sospecha que existe una obstruccion en los
conductos de fluidica, realice una prueba de volumen.

Las pruebas de volumen comprueban el estado del sistema de fluidica mediante la estimacién del
volumen entre dos burbujas cuando pasan por los sensores. Para realizar una prueba de volumen,
debe cargar la bandeja de lavado y la botella de lavado con agua de laboratorio y debe disponer de una
celda de flujo usada, colocada en su sitio. Siga las indicaciones que aparezcan en pantalla para realizar
la prueba.

1. Asegurese de que haya una celda de flujo usada cargada en el instrumento.
2. Enelmenu principal, seleccione System Check (Comprobacion del sistema).

3. Seleccione Conduct Volume Test (Realizar prueba de volumen) y, a continuacion, seleccione Next
(Siguiente).
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4. Llene cada depdsito de la bandeja de lavado con 6 ml de agua de laboratorio.

5. Llene la botella de lavado de 500 ml con 350 ml de agua de laboratorio.

6. Cargue la bandeja de lavado y la botella de lavado en el instrumento.

a.

Abra la puerta del compartimento de reactivos y la puerta del refrigerador de reactivos y
deslice la bandeja de lavado en el refrigerador de reactivos hasta que se detenga. Cierre la
puerta del refrigerador de reactivos.

Levante el mango del dispensador hasta que se quede fijo en su sitio y cargue la botella de
lavado.

Retire la botella de residuos y deseche el contenido de manera adecuada. Devuelva la botella
de residuos al compartimento de reactivos.

Baje despacio el mango del dispensador y asegurese de que los dispensadores desciendan
hasta introducirse en la botella de lavado y la de residuos.

7. De acuerdo con las indicaciones en pantalla, elimine las gotas del dispensador de la botella de
lavado, como sigue:

9.

a.

Cuando se le indique, levante lentamente el mango del dispensador y compruebe que no haya
una gota grande de agua en el dispensador de la botella de lavado.

Cuando se le indique, baje lentamente el mango del dispensador hacia el agua lo suficiente
como para permitir que la tensién superficial elimine la gota.

Cuando se le indique, levante lentamente el mango del dispensador y compruebe que no haya
una gota grande de agua en el dispensador de la botella de lavado.

Cuando se le indique, baje lentamente el mango del dispensador hasta el punto maximo,
asegurandose de que los dispensadores desciendan hasta introducirse en la botella de lavado
y la de residuos.

Seleccione Next (Siguiente). Se iniciara la prueba de volumen.

Cuando la prueba de volumen haya finalizado, los resultados apareceran en la pantalla.
Sino se supera la prueba, realice un lavado de mantenimiento. Consulte Procedimiento en la
pagina 32.

Cuando haya finalizado el lavado de mantenimiento, repita la prueba de volumen.

Solucion de errores asociados a la temperatura del
refrigerador de reactivos

La temperatura necesaria del refrigerador de reactivos es de 2 °C a 11 °C. Un indicador del sensor
muestra la temperatura del refrigerador de reactivos. Consulte la seccidn Indicadores del sensor en la
pagina 5.

Siaparece un mensaje en el que se indica que la temperatura del refrigerador no esta dentro del
intervalo de temperatura especificado, pédngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de

[Mlumina.
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Sila temperatura del refrigerador no esta dentro del intervalo predeterminado, es posible que el
experimento de secuenciacién no se inicie. Si aparece un mensaje indicando un error en el transcurso
de un experimento de secuenciacion, deje que finalice el experimento.

Para obtener mas informacion sobre el refrigerador de reactivos, consulte la seccion Compartimento
de reactivos en la pagina 3.

Solucion de errores en el analisis de Local Run
Manager

Para obtener informacién sobre la resolucién de problemas relacionados con el analisis, pdngase en
contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina. La Local Run Manager v3 Software Reference
Guide for MiSeqDx (Guia de referencia del software Local Run Manager v3 para MiSeqDx) (n.° de
documento 200003931) contiene las instrucciones necesarias para saber como volver a poner un
analisis en cola.

Configuracion de ajustes del sistema

MOS incluye fichas que permiten acceder a los comandos de configuracién del sistema.

* Losajustes de IPyDNS se configuran en la ficha IP. Para utilizar esta funcién es necesario disponer
de permisos de administrador de Windows.
* Los ajustes de red y de inicio se configuran en las fichas siguientes:

— Network Credentials (Credenciales de red): para utilizar esta funcion es necesario disponer de
permisos de administrador de Windows.

— Start-Up Options (Opciones de inicio): para utilizar esta funcidn es necesario disponer de
permisos de administrador de Local Run Manager.

Normalmente, esta configuraciéon del sistema se realiza durante la instalacién de MiSeqDx.
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Configuracion de los ajustes de IP y DNS

Configure la direccion IP y las direcciones de servidor DNS, si es preciso, cuando se produce un cambio
en lared o en las instalaciones. Para configurar esta funcién es necesario disponer de permisos de
administrador de Windows.

1.
2.

En el menu principal, seleccione System Settings (Configuracién del sistema).
Seleccione la ficha IP y luego seleccione una de las opciones siguientes para configurar la
direccion IP:

* Obtain an IP address automatically (Obtener una direccién IP de forma automatica): escoja
esta opcion para obtener la direccién IP mediante el uso del servidor de protocolo de
configuracién de host dindmico (DHCP, Dynamic Host Configuration Protocol).

NOTA Elprotocolo de configuracidén dindamica de host (DHCP) es un protocolo de red estandar
que se utiliza en redes IP para distribuir de forma dinamica los parametros de
configuracién de la red.

* Use the following IP address (Utilizar la direccidn IP siguiente): escoja esta opcién para
conectar el instrumento a otro servidor de forma manual como se indica a continuacion.
Pdngase en contacto con el administrador de su red para obtener las direcciones especificas
del centro.

* Introduzca una direccion IP. La direccion IP es una serie de cuatro nimeros separados por
un punto, similar a 168.62.20.37, por ejemplo.

* Introduzca la mascara de subred, que es una subdivisién de la red IP.
* Introduzca la puerta de enlace predeterminada, que es el enrutador de la red que se
conecta a Internet.
Seleccione una de las opciones siguientes para configurar la direcciéon DNS:

* Obtain a DNS address automatically (Obtener una direccion DNS de forma automatica): lee la
direccion DNS asociada a la direccién IP.

* Use the following DNS addresses (Utilizar las siguientes direcciones de servidor DNS): conect
elinstrumento a un servidor que transforma los nombres de dominio en direcciones IP.

* Introduzca la direccion DNS deseada. La direccion DNS es el nombre del servidor utilizado
para traducir nombres de dominio en direcciones IP.

* Introduzca la direccién DNS alternativa. La direccidn alternativa se utiliza sila DNS no
puede traducir un nombre de dominio concreto en una direccion IP.

Seleccione Save (Guardar).
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Configurar ajustes de red y de inicio

Puede configurar los ajustes de red y de inicio en la ficha Network Credentials (Credenciales de red)
(para utilizar esta funcion es necesario disponer de permisos de administrador de Windows) y en la
ficha Start-Up Options (Opciones de inicio) (es necesario disponer de permisos de administrador de
Local Run Manager).

1. Enelmenu principal, seleccione System Settings (Configuracion del sistema).

2. Seleccione la ficha Network Credentials (Credenciales de red) y configure los ajustes de red como
se explica a continuacion.

3. Elnombre de la maquina se asigna al ordenador del instrumento en el momento de su fabricacion.
No suele ser necesario cambiar el nombre de la maquina. Todos los cambios realizados en el
nombre de la maquina en esta pantalla pueden afectar a la conexién y se precisa el nombre de
usuario y la contrasefia de un administrador de red.

El nombre de la maquina se registra como el nombre del instrumento en el software Local Run
Manager.

4. Conecte el ordenador del instrumento a un dominio o grupo de trabajo, como se explica a

continuacion.

* Enelcasode los instrumentos conectados a Internet: seleccione Domain (Dominio) y,

a continuacién, introduzca el nombre de dominio asociado a la conexién a Internet de su
centro.

* Enelcaso de los instrumentos no conectados a Internet: seleccione Workgroup (Grupo de
trabajo) y, a continuacion, introduzca un nombre de grupo de trabajo.

5. Seleccione la ficha Start-Up Options (Opciones de inicio) y luego seleccione una de las opciones
siguientes:

* Kiosk Mode (Modo de pantalla completa) (recomendado): muestra la interfaz del software de
control en pantalla completa. El software esta disefiado para su uso en el modo de pantalla
completa.

*  Windows Mode (Modo Windows): permite acceder a Windows en el ordenador del
instrumento. En este modo, probablemente se alterara la interaccion con la interfaz del
software, como la ubicacion de los botones.

6. Seleccione Save (Guardar).
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Carpetas de resultados

Carpetas del experimento

Cada experimento en MiSeqgDx genera tres carpetas del experimento, cada una con una finalidad
concreta:

* D:\llumina\MiSeqTemp: cuando el experimento comienza, la carpeta temporal del experimento se
copia en la unidad local del ordenador del instrumento y se utiliza como area de trabajo para MOS y
RTA. No es preciso acceder a la carpeta temporal. El contenido de esta carpeta se elimina al cabo
de siete dias.

* D:\lllumina\MiSeqOutput: RTA copia los archivos de la carpeta temporal a la carpeta de resultados.
A medida que se generan los archivos del analisis principal, RTA vuelve a copiar los archivos en la
carpeta temporal y llena la carpeta de analisis. Las imagenes de enfoque y en miniatura no se
copian en la carpeta de analisis.

* D:\llumina\MiSeqAnalysis: cuando haya finalizado el analisis principal, Local Run Manager
accederd a la carpeta Analysis (Analisis) de la unidad local del instrumento para iniciar el analisis
secundario. Todos los archivos generados en la carpeta Analysis (Analisis) se copian en la carpeta
Output (Resultados).

Asignacion de nombres a la carpeta raiz

El nombre de la carpeta raiz del experimento identifica la fecha del experimento, el nimero del
instrumento y la celda de flujo utilizada para el experimento. Las carpetas de experimento tienen el
mismo nombre de carpeta raiz en todos los experimentos.

De forma predeterminada, el nombre de la carpeta utiliza este formato:
AAMMDD_<numero_instrumento>_<nUmero_experimento>_A<cdédigobarras_celda_flujo>

El nimero del experimento sube en incrementos de uno cada vez que se realiza un experimento en un
instrumento determinado.
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Asistencia técnica

Sinecesita asistencia técnica, pongase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina.

Sitio web: www.illumina.com
Correo techsupport@illumina.com
electronico:

Numeros del servicio de asistencia técnica de lllumina

Region Teléfono gratuito Internacional
Alemania +498001014940 +49 89 38035677
Australia +611800 775 688

Austria +43 800006249 +4319286540
Bélgica +3280077 160 +3234002973
Canada +1800809 45 66

China +86 400 066 5835

Corea del Sur

+82 80234 5300

Dinamarca +458082 0183 +45 89 87 1156
Espaiia +34 800300143 +34 911899 417
Estados Unidos +1800 809 45 66 +1858 202 4566
Filipinas +63 180016510798

Finlandia +358 800918 363 +358 974790110
Francia +33805102193 +3317077 04 46
Hong Kong (China) +852 800 960 230

India +918006500375

Indonesia 0078036510048
Irlanda +3531800 936608 +353 1695 0506
Italia +39 800 985513 +39 236003759
Japon +810800 111 501

Malasia +60 1800 80 6789

Noruega +47 80016 836 +47 219396 93
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Region

Nueva Zelanda
Paises Bajos
Reino Unido
Singapur
Suecia

Suiza

Tailandia
Taiwan (China)

Vietham

Teléfono gratuito
+64 800 451650
+31800 022 2493
+44 800012 6019
18005792745
+46 200883979
+41800200442
+66 1800 011 304
+886 8 06651752
+84 1206 5263

Internacional

+3120713 2960
+44 2073057197

+46 8 50619671
+4156 5800000

Hojas de datos de seguridad (SDS): disponibles en el sitio web de lllumina,

support.illumina.com/sds.html.

Documentacion del producto: disponible para su descarga de support.illumina.com.
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