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1. Nome e uso pretendido

O Epi proColon 2.0 CE é um teste qualitativo para a detecdo da forma metilada do gene Septina 9, através da
técnica de PCR em tempo real, em ADN convertido com bissulfito e previamente extraido de amostras de plasma
humano. A presenca da forma metilada do gene Septina 9 esta associada, e pode auxiliar, a detecdo do cancro
colorectal.

O Epi proColon 2.0 CE é composto pelo Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001), pelo Epi proColon
Sensitive PCR Kit (M5-02-002) e pelo Epi proColon Control Kit (M5-02-003).

2. Resumo e explicacdo

O Epi proColon 2.0 CE é um teste que utiliza a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a dete¢do da forma
metilada do gene Septina 9 em ADN isolado de 3,5 mL de plasma humano. Os residuos de citosina na regido v2
do gene Septina 9 encontram-se metilados no tecido de cancro colorectal (CCR), mas ndo na mucosa normal do
célon. Esta metilagdo aberrante pode ser detetada através da amplificacdo especifica do ADN presente na corrente
sanguinea. A detecdo do ADN de CCR no plasma, usando o biomarcador da metilagdo do gene Septina 9, foi
demonstrada em multiplos estudos caso-controlo em pacientes com CCR e controlos negativos verificados com
colonoscopial?. O Epi proColon 2.0 CE oferece assim, aos pacientes que atualmente se recusam a realizar o
rastreio por colonoscopia, uma alternativa razoavel de rastreio ndo invasiva para o CCR.

3. Principios dométodo

O Epi proColon 2.0 CE envolve dois passos. No primeiro passo, o ADN é extraido do plasma e segue-se a
conversao por bissulfito do ADN purificado usando o Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001) ou Epi BiSKit
(M7-01-001). No segundo passo, 0 ADN convertido por bissulfito (biSADN) é utilizado num PCR duplex usando
0 Epi proColon Sensitive PCR Kit (M5-02-002), que deteta a forma metilada do gene Septina 9 e um controlo
interno, o0 gene da B-actina (ACTB), para avaliacdo da qualidade do ADN utilizado. O controlos fornecidos com o
Epi proColon Control Kit (M5-02-003) s&o necessarios como controlos positivos e negativos em todos 0s ensaios.

A extracdo de ADN contido no plasma dos pacientes é baseada na ligacdo do ADN circulante a particulas
magnéticas, que sdo separadas magneticamente do plasma. As impurezas sdo depois removidas das particulas
magnéticas durante os passos de lavagem. No passo de eluicdo o ADN purificado é removido das particulas
magnéticas por dissolu¢do no tampéo de eluicdo. O eluido que contém o ADN é depois sujeito a uma reacdo
guimica que altera especificamente residuos de citosina ndo-metilados no interior ADN. O tratamento de bissulfito
é 0 método preferencial para a analise da metilagdo do ADN. A conversdo baseia-se na adi¢do nucleofilica de um
ido de bissulfito aos nucle6tidos citosina ndo-metilados e & subsequente reacdo de desaminagdo, de forma a
originar uracilos. Nesta converséo as citosinas metiladas mantém-se intactas.

Na subsequente reacdo de PCR, bloqueadores e sondas especificas permitem discriminar as sequéncias metiladas e
ndo metiladas. O Epi proColon 2.0 CE deteta a sequéncia de bisADN que contém locais CpG metilados no interior
da regido v2 do gene Septina 9 e o bisSADN de uma regido do gene ACTB. Para o efeito, no PCR duplex, sdo
usados primers para uma regido especifica do gene Septina 9 sem dinucleétidos CpG. E adicionado um
blogueador especifico para as sequéncias ndo-metiladas convertidas por bissulfito para que as sequéncias
metiladas sejam preferencialmente amplificadas. E utilizada ainda uma sonda de detecdo fluorescente especifica
para a forma metilada do gene Septina 9, de forma a identificar exclusivamente as sequéncias metiladas
amplificadas durante a reagdo de PCR*.

O Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001) e o Epi BiSKit (M7-01-001) sdo intercambidveis para extragdo de
ADN e conversdo de bissulfito.
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4, Material fornecido

4.1. Conteldo

Tabela 1 - Constituintes do Epi proColon Plasma Kit e Epi BiSKit.

Reagente Epi proColon Plasma Reagente Epi BiSKit Contém Volume Temperatura de
Quick Kit Armazenamento
Epi proColon Lysis Binding Buffer Lysis Binding Buffer 1 frasco 125mL 15°Ca30C
Epi proColon Wash A Concentrate Wash A Concentrate 1 frasco 60 mL 15 Ca30C
Epi proColon Magnetic Beads Magnetic Beads 1 frasco 4mL 15 Ca30C
Epi proColon Wash B Concentrate Wash B Concentrate 1 frasco 7mL 15 Ca30C
Epi proColon Elution Buffer Elution Buffer 1 tubo 6 mL 15 Ca30C
Epi proColon Bisulfite Solution Bisulfite Solution 4 tubos 1,9mLem 15 Ca30C
cada
Epi proColon Protection Buffer Protection Buffer 1 tubo 1mL 15 Ca30C

Nota: A cor do reagente Epi proColon Protection Buffer pode variar entre castanho claro e castanho

escuro.

Tabela 2 - Constituintes do Epi proColon Sensitive PCR Kit

Reagente Contém Volume Temperatura de
Armazenamento
Epi proColon PCR Mix 2 tubos 810 pL em cada -25°Ca-15C
Epi ProColon Polymerase 1 tubo 85 L -25°Ca-15C
Tabela 3 - Constituintes do Epi proColon Control Kit
Reagente Contém Volume Temperatura de
Armazenamento
Epi proColon Negative Control 6 tubos 3,65 mL em cada 25 Ca-15C
Epi proColon Positive Control 6 tubos 3,65 mL em cada -25"Ca-15C
4.2 Informacéo de segurara

Usar bata de laboratorio e luvas descartaveis sempre que trabalhar com produtos quimicos. Limpar as zonas
contaminadas com agua. Para mais informacdes, por favor consulte as respetivas folhas de dados de seguranca do
internet  (http://www.epiprocolon.com/en/e-support-

material (MSDS), disponiveis na nossa pagina na
library/safety-data-sheets.html).
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(Epi proColon) Lyisis Buffer e (Epi proColon) Wash A Concentrate:contém
TRITON X-100 e tiocianato de guanidina

Adverténcias de perigo:H302: Nocivo se ingerido. H312: Nocivo em contato com a
pele. H318: Provoca danos sérios nos olhos. H332: Nocivo se inalado. H412: Nocivo
para organismos aquaticos e com efeitos a longo prazo. EUH032: O contato com &cidos

liberta gas muito téxico.
Adverténcias de precagdo: P261: Evite respirar 0s aerossois. P273: Evite libertar no @

meio ambiente. P301 + P312: SE ENGOLIR: Ligue para o Centro de Informagdo Anti-

venenos (CIAV), ou para um médico, se sentir-se mal disposto. P302 + P352.1: EM PERIGO
CONTACTO COM A PELE: Lavar com bastante agua e sabao. P305 + P351 + P338:
EM CONTACTO COM 0OS OLHOS: Enxaguar com agua, cuidadosamente, durante
alguns minutos. Remover lentes de contacto, se presentes e se forem faceis de remover.
Continue a enxaguar.

(Epi proColon) Bisulfite Solution: contém solucéo aquosa de bissulfito de amdnio
(&cido de bissulfito de amonio)

Adverténcias de perigo:H319: Provoca irritagdo ocular grave. EUH031: Contacto
com acidos liberta gas toxico.

Adverténcias de precaucaoP264.1: lavar as maos minuciosamente depois de
manusear; P271: usar apenas ao ar livre ou em areas bem ventiladas; P280: Usar luvas ®
de protecéo/vestudrio de protecdo; P305+351+338: EM CONTACTO COM OS
OLHOS: Enxaguar com agua, cuidadosamente, durante alguns minutos. Remover
lentes de contacto, se presentes e se forem facies de remover. Continue a enxaguar;
P312: Ligue para o Centro de Informagdo Anti-venenos (CIAV), ou para um médico, se
sentir-se mal disposto.

ATENCAO

(Epi proColon) Protection Buffer; contém 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico, Tetra-hidro-furfuril-alcool

Adverténcias de perigo:H302: Nocivo por ingestdo. H315: Provoca irritacdo cutanea.
H319: Provoca irritagdo ocular grave. H360Df: Pode afectar o nascituro. Suspeito de
afectar a fertilidade. H335: Pode provocar irritacdo das vias respiratorias.

Adverténcias de precaucaoP101: Se for necessario consultar um médico, mostre-lhe
a embalagem ou o rotulo. P102: Manter fora do alcance das criancas. P201: Pedir @
instrugBes especificas antes da utilizagdo. P271: Utilizar apenas ao ar livre ou em locais

bem ventilados. P280: Usar luvas de protec¢do/vestuario de proteccao/protecgdo ocu- PERIGO
lar/proteccdo facial. P305 + P351 + P338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS

OLHQOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de

contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar. P308+P313: EM

CASO DE exposicao ou suspeita de exposicdo: consulte um médico. P405: Armazenar

em local fechado a chave.

Os reagentes (Epi proColon) Wash B Concentrate, (Epi proColon) Elution Buffer, (Epi proColon) Magnetic
Beads, Epi proColon PCR Mix, Epi proColon Polymerase, Epi proColon Positive Control, e Epi proColon
Negative Control ndo séo nocivos.

5. Armazenamento eestabilidade

Os reagentes fornecidos pelos kits Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001), Epi BiSKit (M7-01-001), Epi
proColon Sensitive PCR Kit (M5-02-002) e Epi proColon Control Kit (M5-02-003) séo estaveis até a data de
validade, quando armazenados e manuseados conforme o indicado. N&o utilize material apds a data de validade.
N&o misture componentes de diferentes lotes.
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5.1 Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001)e Epi BiSKit (M7-01-001)

Armazene todos os reagentes do Epi proColon Plasma Quick Kit e do Epi BiSKit a
- uma temperatura entre 15 a 30 C.
A solucdo (Epi proColon) Bisulfite Solution é sensivel ao contacto com o oxigénio.
Use apenas tubos por abrir desta solucdo. Descarte os tubos utilizados!
1o Armazene os tamp0es reconstituidos (Epi proColon) Wash A e (Epi proColon) Wash

B entre 15a 30 C, até um maximo de 6 semanas.
Apbs a primeira utilizacdo, armazene todos os reagentes entre 15 a 30 “C, até um
maximo de 6 semanas.

5.2. Epi proColon Sensitive PCR Kit (M5-02-002)

Armazene os reagentes Epi proColon PCR Mix e Epi proColon Polymerase a uma
temperatura entre -25 a -15 C.

Cada tudo Epi proColon Mix pode ser descongelado e congelado de novo, apenas uma
vez. Ap0s a primeira utilizacdo, guarde todos os reagentes a uma temperatura entre -
25a-15"C, até 0 maximo de 6 semanas.

-15 °C

-25°C

5.3. Epi proColon Control Kit (M5 -02-003)

Armazene o Epi proColon Control Kit a uma temperatura entre -25 a -15 "C.

-15°C

-25°C

0. Materiais necessarios, mas nao fornecidos

6.1. Equipamento geral de laboratério

O seguinte equipamento geral de laboratério é necessario para realizar o teste Epi proColon 2.0 CE. Todo o
equipamento de laboratério deve estar instalado, calibrado, operado e mantido conforme as recomendagdes do

fabricante.

Equipamento necessario

Equipamento Sugerido

Suporte para tubo de 15 mL e 2 mL
Rotor

Vortex
Termobloco com agitagdo para tubos de 2 mL

Pipetas com volumes ajustaveis para os seguintes
intervalos: 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL

Pipeta de repeticéo, capaz de dispensar volumes de forma
repetida e num intervalo ajustavel

Centrifuga de bancada com rotor para tubos de 1,5/2,0
mL

Pipeta multicanal

Centrifuga de placas para placas de PCR

Proveta graduada de 100 mL ou pipeta serol6gica de 50
mL

VWR International, catalogo n° 211-0200,0u equivalente

VWR International, catalogo n® 445-2102; Carl Roth GmbH + Co. KG,
Catalogo n° Y549.1, ou equivalente

VWR International, catalogo n® 444-1372, ou equivalente
ThermoMixerN C, Eppendorf, catilogo n° 5382 000.015, com bloco de
aquecimento a seco de 2 ml, Eppendorf, catalogo n° 5362 000.019, ou

equivalente (Precisao da temperatura do Termobloco: 2 °Ca23a80 °
C).

Eppendorf ReferenceN, volume de pipeta ajustavel, Eppendorf, catdlogo n°
4910 000.042 e 4910 000.069, ou equivalente

Eppendorf MultipetteN plus, Eppendorf, catalogo n® 4981 000.019, ou
HandyStep® electronic, Brand, catalogo n® 705000/705001, ou equivalente

Centrifuge 5417 R, Eppendorf, catalogo n° 5407 000.317 com rotor F-45-
30-11, Eppendorf, catalogo n° 5490 015.002, ou equivalente

Eppendorf ResearchN plus 8-Channel, 10 - 100 pL, Eppendorf, catalogo n°
3122 000.035, ou equivalente

Centrifuge 5804 R, Eppendorf, catadlogo n° 5804 000.013, com rotor A-2-
DWP, Eppendorf, catalogo n° 5804 740.009,0u equivalente

Carl Roth, catalogo n® C177.2, ou equivalente, ou Fisher Scientific,
catalogo n® 10212581, ou equivalente
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6.2. Consumiveis e reagentes gerais de laboratério

Consumiveis e reagentes Consumiveis e reagentes sugeridos
Etanol absoluto para biologia molecular (99,5 %) Merck KGaA, catalogo n° 1.08543.0250, ou equivalente
Tubos de centrifuga de 15 mL em polipropileno com Sarstedt, catilogo n° 62.554.502, ou equivalente

fundo cénico, PP/estéril

Microtubos de 2 mL com fundo c6nico e com tampa em Sarstedt SafeSeal, catalog no. 72.695.400 ou Eppendorf Safe-LockTM,
PP e com mecanismo de fecho catalog no. 0030 120.094, ou equivalente

Pontas de pipeta com filtro ep Dualfilter T.I.P.S.N, Eppendorf:

1  2-100 pL, catalogo n° 0030 077.547, ou equivalente

T 50— 1000 pL, catalogo n® 0030 077.571, ou equivalente
Pontas para pipetas de repeticdo e para os volumes de 0,5 | Combitips plusN, Eppendorf:

mL, 1 mL, 10 mL, 25 mL f 0,5 mL, catalogo n° 0030 069.226, ou equivalente
1 1mL, catdlogo n° 0030 069.234, ou equivalente

1 10 mL, catdlogo n° 0030 069.269, ou equivalente
1 25 mL, catdlogo n° 0030 069.293, ou equivalente

Pipetas de transferéncia descartaveis, embaladas a granel | VWR Disposable Transfer Pipettes with Reference Lines Non-sterile,

e ndo-estéreis, com 15 cm de comprimento (cerca de 6 catalogo n° 612-4520, ou equivalente

polegadas), com um didmetro de 5 mm, cerca de 5 mL de

capacidade

Pipetas de transferéncia dispensaveis, embaladas a granel | Pipeta de transferéncia descartavel, graduado, Carl Roth, catdlogo n®

e ndo-estéreis, 25 cm de comprimento (cerca de 9 EA61.1, ou equivalente

polegadas), com um didmetro de 5 mm, cerca de 5 mL de

capacidade

Placa de reagdo de PCR em tempo real de 96 pocos MicroAmpN Fast 96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, Applied Biosystems

(Life Technologies Co.), catalogo n® 4346906, ou equivalente
Pelicula ou folha adesiva para as placa de armazenamento | VWR Thermalseal PCR Sealing Film, catalogo n° 391-1254 ou Eppendorf

de ADN Storage Foil (self-adhesive), catalogo n° 0030 127.889, ou equivalente
Aplicador para auxiliar a selagem entre a pelicula adesiva | MicroAmpN Adhesive Film Applicator, Applied Biosystems, catalogo n°
e a microplaca 4333183

Sacos de plasticos com fecho hermético, 10 X 15 cm para | Carl Roth, catdlogo n° P279.2, ou equivalente
dispensar as placas de PCR usadas

Criotubos de 5 mL com base de suporte VWR, catélogo n® 479-1218, ou equivalente

Tubos de colheita de sangue 1 Tubos de colheita de sangue BD VacutainerNK2EDTA (Becton
Dickinson, catalog n® 367525) ou

1 S-MonovetteN 9 mL K3E (Sarstedt catélogo n° 02.1066.001) ou
1 S-MonovetteN 8.5 mL CPDA (Sarstedt catalogo n° 01.1610.001)
6.3. Equipamentos e consumiveis especiais necessarios

Os seguintes equipamentos e consumiveis especiais sdo necessarios para realizar o teste Epi proColon 2.0 CE e
ndo podem ser substituidos por outro equipamento.

Quando se realiza o teste Epi proColon 2.0 CE nos instrumentos Applied Biosystems 7500 Fastw7500 Fast Dx
PCR:

1 “Applied Biosystems 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument” com “Sequence Detection Software v1.4
21 CFR Part 11 Module” para 0 Windows XP ou com “Sequence Detection Software v1.4.1 21
CFR Part 11 Module” para o Windows 7 (Life Technologies Co., catalogo n° 4406984 or 4406985)

1 “Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR Instrument” (Life Technologies Co., catalogo n°
4351106 ou 4351107) com “Sequence Detection Software v1.4 21 CFR Part 11 Module” (Life
Technologies Co., catalogo n° 4377355)

1 “MicroAmpN Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0,1 mL” (Applied Biosystems (Life
Technologies Co.), 20 placas, catalogo n° 4346906; 200 placas, catalogo n° 4366932)

1 “MicroAmpN 96- & 384-Well Optical Adhesive Film” (Applied Biosystems (Life Technologies Co.), 25
peliculas, catalogo n° 4360954 ou 100 peliculas, catlogo n® 4311971)

Quando se realiza o teste Epi proColon 2.0 CE nos Roche LightCycler 480 instruments | e It

1 “LightCycler 480 Instrument I”” com termobloco de 96 pogos (Roche, catdlogo n® 05015278001) e com
Software versdo 1.5.x ou
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“LightCycler 480 Instrument 11" com termobloco de 96 pogos (Roche, catalogo n® 05015278001) e com
Software verséo 1.5.x

1 “LightCycler 480 Multiwell Plate 96 com peliculas de isolamento (Roche, catadlogo n° 04729692001)

1 “LightCycler 480 Sealing Foil” (Roche, catalogo n® 04729757001)

Equipamento adicional necessario, compativel com todas as configuracdes dos instrumentos de PCR em tempo
real:

1  Extractor magnético: DynaMag™-15 magnet (Invitrogen, catilogo n° 123.01D)
1 Extractor magnético: DynaMag™-2 magnet (Invitrogen, catalogo n° 123.21D)

6.4. Requisitos de instalagéo

A instalacdo, calibragdo, verificacdo do desempenho e manutencdo dos instrumentos Applied Biosystems 7500
Fast Dx PCR, Applied Biosystems 7500 Fast PCR ou Roche LightCycler 480 Instrument I ou Il devem ser
realizadas segundo as instrucGes dos fabricantes.

Nota: As calibragdes mensais do ruido de fundo, tal com descrito no procedimento de manutencao do fabricante,
sdo obrigatorias, para os instrumentos Applied Biosystems 7500 Fast Dx PCR e Applied Biosystems 7500 Fast
PCR.

As manutencBes semi-anuais s80 necessarias para os sistemas Applied Biosystems 7500 Fast Dx PCR Instrument
e 7500 Fast PCR Instrument, de acordo com as instru¢fes do fabricante, incluindo a calibragdo dos marcadores
FAM™, JOE™, TAMRA™,

7. Avisos e precaucdes

7.1. Precaucdes laboratoriais

O cumprimento das boas préaticas laboratoriais € essencial para minimizar o risco de contaminacgdo cruzada entre
amostras durante e apds a extragdo, durante a conversdo por bissulfito e nos passos de purificacéo.

Previna a introducéo de nucleases nas amostras durante 0 método de extragdo. Nds recomendamos a utilizagéo de
pipetas e pontas para pipetas de utilizacdo Unica, de forma a prevenir a contaminagdo cruzada das amostras. Este
teste destina-se apenas a ser utilizado em laboratérios profissionais e familiarizados com os métodos de extragdo
de ADN e ensaios de PCR em tempo real.

Para prevenir a contaminacdo por amplicbes gerados em PCRs anteriores, nds recomendamos uma estrita
separacdo das atividades pré-PCR e pos-PCR (ex. extracdo e purificagdo de ADN do plasma, preparacdo do PCR)
e pos-PCR (ex. PCR em tempo real). Adicionalmente, nés recomendamos que as placas de PCR usadas sejam
descartadas de forma que o produto de PCR ndo seja libertado. Ex. as placas de PCR utilizadas devem ser
colocadas num saco de pléstico selado imediatamente apds a remocéo do aparelho de PCR; o saco deve ser selado
e colocado num contentor do lixo para esse efeito. Nunca guarde placa de PCR fora do equipamento de PCR.
Nunca abra uma placa de PCR usada.

7.2 Estado microbiolégico e infecioso

O produto ndo contém nenhuma substancia infeciosa ou agentes que provocam doengas em humanos ou em
animais.

As amostras de sangue e plasma humano analisadas com este ensaio devem ser manuseadas como potencialmente
infeciosas, utilizando procedimentos de seguranca laboratorial, tal como os delineados em “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories” - Diretiva 2000/54/EC para a protecéo dos trabalhadores dos riscos
associados a exposicdo a agentes bioldgicos no trabalho, ou com outras praticas apropriadas de biosseguranca.
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8.

8.1.

Colheita e manuseamento de amostras

Colheita e armazenamento de sangue

A colheita e armazenamento de sangue pode ser realizada de acordo com as seguintes condi¢des:

1

8.2.

=

=

Utilizar BD VacutainerN K,EDTA ou S-MonovetteN 9 mL K3E para colher sangue. Siga as instrucdes
do fabricante para realizar a colheita. O sangue deve ser processado imediatamente. No maximo, o
sangue pode ser armazenado a uma temperatura entre 2 a 8 “C, até 24 horas, antes da separacdo do
plasma. Nao congele a mostra de sangué

Em alternativa, o tubo de 8,5 mL S-MonovetteN CPDA pode ser usado para colher o sangue. Siga as
instrucGes do fabricante para realizar a colheita. O sangue deve ser processado imediatamente. No
méaximo, 0 sangue pode ser armazenado no tubo de 8,5 ml S-MonovetteN CPDA a uma temperatura entre
15 a 25 "C, até 48 horas, antes da separacdo do plasma. Ndo congele a amostra de sangue.

Preparacao e armazenamento de amostras de plasma

Desligue a funcéo de travagem da centrifuga para prevenir a rutura da camada de células.

Centrifugue o sangue no tubo de colheita durante 12 min a 1350 £150 rcf. Para fazer a conversao de
rotagBes por minuto (rpm) para rcf, consulte 0 manual da centrifuga.

Remova o tubo de colheita de sangue da centrifuga.

Use uma pipeta descartavel, nova, de 15 cm para transferir o plasma do tubo de colheita para um tubo de
centrifuga, de polipropileno, de 15 mL, com fundo conico.

Centrifugue o plasma no tubo de centrifuga de 15 mL, durante 12 min a 1350+150 rcf.

Utilizando uma nova pipeta de transferéncia descartavel extra longa (22,5 cm) ou uma pipeta serolégica,
transfira 3,5 mL de plasma para um criotubo ou um tubo de centrifuga, previamente etiquetado.

As amostras de plasma podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 e -25 "C, até 4 semanas.
Quando se utiliza BD VacutainerN K:EDTA, o plasma pode também ser armazenado a uma temperatura
entre 2 a8 C, até 18 horas.

Nota: Tenha atencdo para ndo desagregar ou transferir a camada de glébulos brancos que esta localizada acima da
camada de glébulos vermelhos, depois da primeira centrifugacdo, ou sedimentada no fundo do tubo de centrifuga,
apos a segunda centrifugacao.

0.

Método

E recomendada a utilizagio de uma pipeta de repeticéo para a dispensa repetitiva dos seguintes reagentes:

= =4 —a —a —a _a 9

(Epi proColon) Lysis Binding Buffer

(Epi proColon) Magnetic Beads Suspension

Etanol no passo de ligacdo ao ADN (Passo 9.2.3)
(Epi proColon) Wash A Buffer

(Epi proColon) Wash B Buffer

(Epi proColon) Elution Buffer

(Epi proColon) Bisulfite Solution

(Epi proColon) Protection Buffer e PCR Master Mix.

Adicionalmente, nds recomendamos fortemente um agitador rotativo do tipo circular e ndo uma plataforma de
agitacdo, e o uso de pipetas de referéncia para a extragdo de ADN e para o tratamento com bissulfito.

9.1

911
f

1

Preparacao das solucdes de trabalho.

Preparacaode (Epi proColon) Wash A Buffer

Adicione 60,0 mL de etanol absoluto (para biologia molecular, >99,5%) ao concentrado de (Epi
proColon) Wash A Buffer, usando uma proveta graduada ou uma pipeta serolégica.

Feche a tampa, misture bem, 5 vezes por inversdo, evitando a formacéo de espuma. Coloque uma etiqueta
no frasco com a data da dissolugdo e marque a caixa “Ethanol added”.
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1 Armazene o (Epi proColon) Wash A Buffer a uma temperatura entre 15 a 30 “C, até 6 semanas.

9.1.2. Preparacaode (Epi proColon) Wash B Buffer

1  Adicione 40,0 mL de etanol absoluto (para biologia molecular, >99,5%) ao concentrado de (Epi
proColon) Wash B Buffer usando uma proveta graduada ou uma pipeta serolégica.

1 Feche a tampa, misture bem, 5 vezes por inversdo, evitando a formacdo de espuma. Coloque uma etiqueta
no frasco com a data da dissolugdo e marque a caixa “Ethanol added”.

1 Armazene o (Epi proColon) Wash B Buffer a uma temperatura entre 15 a 30 ~C, até 6 semanas.

9.2. Extracdo deADN e conversao de bissulfito a partir do plasma dos pacientes

O Epi proColon 2.0 CE contém reagentes suficientes para analisar até 32 amostras, incluindo controlos. Um Epi
proColon Positive Control e um Epi proColon Negative Control devem ser incluidos em cada ensaio independente.
Uma vez que ha 4 tubos de utilizacdo Unica de (Epi proColon) Bisulfite Solution nés recomendamos a realizacao
de um maximo de 4 ensaios independentes (ex. 4 ensaios de 8 amostras cada).

Nota: Uma breve centrifugacdo dos microtubos (posteriormente indicada como “faca um breve spin downdos
tubos™) é necessaria em varios passos do protocolo para remover gotas da tampa ou recolher o liquido
remanescente. E recomendado centrifugar durante 10 a 20 seg a 1000 + 150 rcf usando uma centrifuga de bancada.
Evite centrifugacBes mais fortes para prevenir a compactacdo das particulas esféricas magnéticas em passos
especificos.

Nota: E necessario agitar os tubos e recipientes em certos passos deste protocolo para assegurar uma mistura
homogeénea do liquido. E recomendado o uso de um vortex ajustado a velocidade média, durante 5 a 10 sec.

9.2.1 Descongelar o plasma e aontrolos (Epi proColon Positive e Negative Control

1  Descongele um Epi proColon Positive Control e um Epi proColon Negative Control durante cerca de 30
min a um temperatura entre 15 e 30 C.

1 Se for utilizada uma amostra de plasma congelado, descongele a amostra durante 30 min a uma
temperatura entre 15e 30 C.

9  Comece a lise até 60 min apds o descongelamento.

9.22. Lise

Nota: Antes de utilizar, agite brevemente o (Epi proColon) Lysis Binding Buffer e verifique se ocorreu formagéo
de precipitados. Se existirem precipitados, aqueca o (Epi proColon) Lysis Binding Buffer num banho térmico a 37
“C, durante 60 min, e agite gentilmente até o precipitado se encontrar completamente dissolvido. Equilibre o (Epi
proColon) Lysis Binding Buffer a temperatura ambiente antes de utilizar.

1  Adicione os seguintes reagentes a um tubo de centrifuga de 15 mL:
o0 3,5 mL de amostra de plasma, ou Epi proColon Positive Control ou Epi proColon Negative Control.
o 3,5 mL (Epi proColon) Lysis Binding Buffer

1  Feche o tubo e misture no vortex durante 5 a 10 segundos.

9 Incube o tubo na bancada a uma temperatura entre 15 a 30 “C, durante 10 £ 1 min.

9.23. Ligagéo aoADN

Nota: Uma suspensdo homogénea da solugdo (Epi proColon) Magnelic Beads é essencial para uma boa
performance do teste. Desvios na quantidade indicada de particulas magnéticas podem levar a falsos resultados.
Para assegurar uma concentracdo adequada de particulas magnéticas, o frasco deve ser agitado minuciosamente
mesmo antes de pipetar, até que nenhum sedimento seja visivel no fundo do frasco. Assegure também a
homogeneidade da suspensédo entre 0s varios passos de pipetagem.

1  Adicione ao tubo de 15 mL de centrifuga na ordem seguinte:
0 90 pL (Epi proColon) Magnetic Beads (recém suspensas)
0 2,5 mL de etanol absoluto (para biologia molecular, >99,5%)
1  Feche o tubo e misture invertendo o tubo 5 a 6 vezes.
1 Coloque o tubo no agitador rotativo circular.
1 Ligue o agitador rotativo a uma velocidade média (aprox. 10 — 20 rpm), durante 45 + 5 min, a
temperatura ambiente. Ajuste o angulo do agitador para aproximadamente 35 a 45 graus.
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9.24. Lavagem doADN

Nota: Antes de comecar o procedimento de lavagem, coloque o termobloco a uma temperatura de 80 C, para
utilizar mais tarde nos passos de eluicdo e conversao por bissulfito.

1  Coloque o tubo de 15 mL no suporte magnético DynaMag™-15 durante 5 a 10 min.

Nota: Se for observada uma captacdo incompleta das particulas magnéticas ap0s este passo, deve incubar
novamente o tubo afectada a 56°C até um maximo de 10 minutos (ex. banho de térmico) e voltar a colocar o tubo
no suporte magnético DynaMag™-15 durante 5-10 min.

1  Enquanto o tubo esta no suporte magnético DynaMag™-15, retire o sobrenadante com cuidado, de forma
a ndo remover as particulas magnéticas.

1 Adicione 1,5 mL de (Epi proColon) Wash A Buffer.

Ressuspenda completamente as particulas magnéticas no vértex (aproximadamente 5 a 10 segundos).

9  Transfira a suspensdo de particulas magnéticas para um microtubo de 2,0 mL, previamente etiquetado,
usando uma pipeta de transferéncia extralonga descartavel (22,5 cm).

1  Repita o procedimento anterior, usando a mesma pipeta de transferéncia, de forma a recolher todas as
particulas magnéticas remanescentes no tubo de 15mL para o microtubo de 2,0 mL

1 Coloque o microtubo de 2,0mL no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

1  Enquanto o tubo estd no suporte magnético DynaMag™-2, remova 0 maximo possivel de sobrenadante
utilizando uma pipeta de transferéncia descartavel com 15 cm. Tenha aten¢do para ndo remover as
particulas magnéticas.

1  Retire o microtubo do suporte e faga um breve spin down

Coloque o tubo de 2,0 mL no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

1 Enquanto o tubo ainda estd no suporte magnético DynaMag™-2, remova 0 maximo possivel de
sobrenandante residual utilizando uma pipeta de referéncia de 10-100 pL .

=

=

©
n
o

Eluicédo

Transfira o microtubo de 2,0mL para um suporte ndo magnético.

Misture o (Epi proColon) Elution Buffer no vértex durante 5 a 10 segundos.

Adicione 100 uL (Epi proColon) Elution Buffer a cada microtubo.

Feche o microtubo.

Ressuspenda as esferas magnéticas usando o vortex (5 a 10 segundos).

Cologue o microtubo no termobloco a 1000 + 100 rpm e incube a 80 ~C, durante 10 + 1 min.
Faca um breve spin dowrdo microtubo.

Coloque o microtubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

Enquanto o tubo ainda esta no suporte magnético, transfira completamente o eluido, (~100 pL de solugdo
de ADN) para um novo microtubo de 2,0 mL.

1 Descarte o microtubo de 2,0 mL que contém as particulas magnéticas.

= =4 & 48 8 _a _9a _9a -2

9.2.6 Armazenamento doADN extraido

Nota: Se o ADN extraido ndo for usado imediatamente, armazene-o0 a uma temperatura entre 2 a 8 C até 24
horas. Ndo congele o ADN extraido.

9.2.7. Conversao por Bissulfito

Nota: (Epi proColon) Bisulfite Solution é sensivel ao contato com o oxigénio. Use apenas tubos que ndo foram
abertos de (Epi proColon) Bisulfite Solution. Nao guarde os restos das solugdes!

9  Adicione os reagentes seguintes ao microtubo de 2,0 mL que contém o eluido (~100 uL ADN em
solugdo).
0 150 pL (Epi proColon) Bisulfite Solution.
0 25 L (Epi proColon) Protection Buffer.

Nota: A cor do reagente (Epi proColon) Protection Buffer pode variar entre castanho claro e castanho
escuro.Feche o microtubo e misture a reagdo de bissulfito no vértex (5 a 10 segundos).

1  Faca um breve spin down
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9.28.

Coloque o microtubo no termobloco e incube durante 45 £ 5 min, a 80 "C, sem agitacdo

Retire o tubo do termobloco imediatamente ap6s 45 + 5 min.

Cologue o termobloco a temperatura de 23 "C, ou utilize um segundo termobloco a uma a temperatura de
23 C para usar mais tarde.

Passo de ligacao

Nota: Uma suspensdo homogénea da solucdo (Epi proColon) Magnelic Beads é essencial para uma boa
performance do teste. Desvios na quantidade indicada de particulas magnéticas podem levar a falsos resultados.
Para assegurar uma concentracdo adequada de particulas magnéticas, o frasco deve ser agitado minuciosamente
mesmo antes de pipetar, até que nenhum sedimento seja visivel no fundo do frasco. Assegure também a
homogeneidade da suspensédo entre 0s varios passos de pipetagem.

f
f

Faca um breve spin downdo microtubo de 2,0 mL que contém a reagdo de bissulfito.
Adicione 0s seguintes componentes ao microtubo:

0 1000 pL (Epi proColon) Wash A Buffer.
0 20 pL (Epi proColon) Magnetic Beads (recém suspensos).

= =4 =4 —a —a A
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Misture no vértex durante 5 a 10 segundos.

Aguarde até o termobloco atingir os 23 "C.

Coloque o microtubo no termobloco a 1000 £ 100 rpm e incube durante 45 =5 mina 23 "C.

Faca um breve spin down

Coloque o tubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

Enquanto o tubo ainda estd no suporte magnético: remova 0 maximo de liquido possivel usando uma
nova pipeta de transferéncia descartvel de 15 cm, tendo o cuidado para ndo remover as particulas
magnéticas.

Primeira lavagem
Remova o suporte que contém as amostras do iman, para lavar e vortexar as amostras, e adicione:

0 800 pL (Epi proColon) Wash A Buffer.

Ressuspenda no vértex (5 a 10 segundos).

Faca um breve spin down

Coloque o microtuubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

Enquanto o tubo ainda estd no suporte magnético, remova o0 maximo de liquido possivel usando uma
nova pipeta de transferéncia descartdvel de 15 cm, tendo o cuidado para ndo remover as particulas
magnéticas.

Segunda lavagem
Remova o suporte que contém as amostras do iman, para lavar e vortexar as amostras, e adicione:

0 800 uL (Epi proColon) Wash B Buffer.

Ressuspenda no vortex (5 a 10 segundos).

Faca um breve spin down

Coloque 0 microtubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

Enguanto o tubo ainda esta no suporte magnético, remova o0 maximo de liquido possivel usando uma nova
pipeta de transferéncia descartavel de 15 cm, tendo o cuidado para ndo remover as particulas magnéticas.

Terceira lavagem
Remova o suporte que contém as amostras do iman, para lavar e vortexar as amostras, e adicione:

0 400 pL (Epi proColon) Wash B Buffer.

Ressuspenda no vortex (5 a 10 segundos).

Faca um breve spin down

Coloque o microtubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

Enquanto o tubo estd no suporte magnético, remova 0 maximo de liquido possivel usando uma nova
pipeta de transferéncia descartavel de 15 cm, tendo o cuidado para ndo remover as particulas magnéticas.
Faca um breve spin down

Coloque o tubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.
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1  Enquanto o tubo ainda estd no suporte magnético, remova 0 maximo de liquido possivel usando uma
pipeta de transferéncia de 10 a 100 ul, tendo o cuidado para ndo remover as particulas magnéticas.

Nota: Este passo € muito importante. Se as gotas restantes nao forem removidas das particulas magnéticas, as
sobras de (Epi proColon) Wash B Buffer podem causar problemas de performance do teste na PCR final.

9.2.12 Secagem
Nota: Ndo aumente o tempo de secagem ou a temperatura de secagem. A secagem excessiva pode diminuir a
recuperacdo de bisADN!

1  Abraatampa do microtubo.
1  Coloque o tubo aberto no termobloco.
1 Permita que o pellet seque durante 10 + 1 min, a 23 " C, sem agitacao

9.2.13. Eluicéo
1  Transfira o microtubo para um suporte ndo magnético e adicione 60 pL (Epi proColon) Elution Buffer.
1  Feche o microtubo.
1  Ressuspenda as particulas magnéticas no vértex (5 a 10 segundos).
1  Coloque o microtubo no termobloco e incube durante 10 + 1 min a uma temperatura de 23 "C, a 1000 +

100 rpm.

Faca um breve spin down

Coloque o tubo no suporte magnético DynaMag™-2 durante 2 a 6 min.

1 Transfira completamente o eluido (~60 pL de ADN em solucdo) para uma placa de 96 pog¢os, usando uma
pipeta de referéncia 10 — 100 uL, e sele a placa com uma pelicula adesiva e utilizando um aplicador.

1  Prepare a placa de armazenamento de biSADN de acordo com a disposi¢do recomendada na Tabela 4.

= =

Tabela 4 - Disposi¢do recomendada para a placa de armazenamento de bisADN

1 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | PC* S7
B | NC* S8
C| s1 S9
D | S2 S10
E | S3 S11
F| S4 S12
G| S5 S13
H| S6 S14

*Epi proColon Positive Control, *Epi proColon Negative Control

9.2.14 Armazenamento doADN convertido por bissulfito
Se 0 ADN extraido e tratado com bissulfito ndo for usado imediatamente, guarde o material a uma temperatura

entre 2 a 8 “C, até 24 horas, ou a uma temperatura entre -25 e -15 "C, até 72 horas.
9.3. Preparacédo do PCR

Nota: Cada amostra de ADN convertida por bissulfito (bisADN) (i.e amostra do paciente, Epi proColon Positive
Control, ou Epi proColon Negative Control) deve ser testada em triplicado.

Nota: Antes de utilizar, faga um spin downa Epi proColon Polymerase durante 10 a 15 sec, a 1000 + 150 rcf,
usando uma centrifuga de bancada, para remover as gotas da tampa.

9.3.1 Preparacao dasolucdomaster mixde PCR

1  Descongele 1 ou 2 tubos de Epi proColon PCR Mix, dependendo do nimero de amostras de pacientes e
amostras controlo (ver Tabela 5).

9 Faca um vdrtex ao(s) tubo(s) de Epi proColon PCR Mix durante 10 a 15 se e depois um breve spin down
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1  Transfira o volume correspondente de Epi proColon PCR Mix e Epi proColon Polymerase para um
microtubo de 2,0 mL, tal como indicado na Tabela 5.

1  Misture a solugdo master mix de PCR no vértex, durante 5 a 10 segundos.

9 Faca um breve spin downpara remover as gotas da tampa.

Nota: Ndo armazene a solu¢cdo master mix de PCRuse imediatamente. Congele novamente a Epi proColon PCR
Mix e Epi proColon Polymerase logo apds a utilizacéo.

Nota: Para um PCR individual, sdo necessarios 16 puL de Epi proColon PCR Mix e 0,8 uL de Epi proColon
Polymerase. Estes volumes ja incluem as margem de pipetagem.

Tabela 5 - Preparacdo da solu¢do master mix de PCRom margem de pipetagem.

Componente Volume para 8 Volume para 16  Volume para24  Volume para 32
determinacdes determinacdes determinacdes determinacdes
(24 PCRYs) (48 PCRs) (72 PCRs) (96 PCRs)
Epi proColon PCR Mix 384 uL 768 pL 1152 pL 1536 pL
Epi proColon Polymerase 19,2 uL 38,4 pL 57,6 pL 76,8 uL

Tabela 6 - Disposicdo recomendada para a placa de PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PC* | PC* | PC* | S7 S7 S7

NC® | NC® | NC® | S8 S8 S8

S1 S1 S1 S9 S9 S9

S2 S2 S2 | S10 | S10 | S10

S3 S3 S3 | S11 | S11 | s11

S4 S4 S4 | S12 | S12 | S12

QMmMmO|O|m|>

S5 S5 S5 | S13 | S13 | S13

H | S6 S6 S6 | S14 | S14 | S14

*Epi proColon Positive Control, *Epi proColon Negative Control

Nota: Se o PCR for realizado com o equipamento Applied Biosystems 7500 Fast PCR Instrument ou 7500 Fast
Dx PCR Instruments, siga as instruc@es presentes nas secgdes 10 e 13.

Se 0 PCR for realizado no equipamento Roche LightCycler 480 Instrument | siga as instrugdes contidas nas
secgOes 11 e 13.

Se 0 PCR for realizado no equipamento Roche LightCycler 480 Instrument Il siga as instrugdes contidas nas
seccOes 12 e 13.

10. Andlise com @ equipamentc Applied Biosystems 7500 Fast e 7500 Fast Dx PCR
Instruments

101. Requisitos de software

Este produto foi validado usando o software SDS v1.4 com 21 PFR Part 11 Module.

102. Preparacgdo da placa de PCR (Applied Biosystems 7500 Fast e 7500 Fast Dx)

=

Prepare a placa de PCR. Recomendamos a disposicdo apresentada na Tabela 6.

§ Transfira 15 pL da solugdo master mix de PCRpara os pocos selecionados na placa MicroAmpN Fast
Optical 96-Well Reaction Plate.

9 Se necessario, centrifugue brevemente a placa de armazenamento de bisADN, preparada na seccdo
9.2.13, durante 1 min a 1000 + 100 rcf, usando uma centrifuga de placa.

9 Adicione 15 pL da solucdo de bisADN nos respetivos pocos da placa de PCR.

1 Sele a placa com a pelicula adesiva MicroAmpN Optical Adhesive Film.
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1

Faca um breve spin dowra placa, usando a centrifuga de placas, durante 1 min a 1000 + 100 rcf.

Nota: Esta placa de PCR pode ser guardada no frigorifico a uma temperatura entre 2 e 8 "C, até 4 horas.

10.3

Carregamento da placa (Applied Biosystems 7500 Fast e 7500 Fast Dx)

Nota: A solucdo master mix de PCRdo contém ROX ou qualquer outro corante de referéncia. Desta forma, no
software, a referéncia passiva (“passive reference”) devera ser definida com “none”.

Nota:

E recomendado guardar um ficheiro modelo (template file) (*.sdt) com as definicdes dos ciclos e

configurac@es de analise.

f

f
f
f

f
f

Inicie o Software.

Carregue o ficheiro modelo ou crie um novo documento para a placa.
Clique em “Create New Document”.
Defina o seguinte documento para a placa:
0 Assay: Standard Curve (Absolute Quantification)
o Container: 96-Well Clear
0 Template: Blank Document (or select respective Epi proColon 2.0 CE Template
file)
0 Run Mode: Standard 7500.
Clique “Next”.
Clique “New Detector...”

f

1

=4 =4 -4 -4 8 _8_a_92_4._2._-2°_-2

Crie um novo detetor usando as seguintes propriedades:
0 Name: Septina 9
o Description: Epi proColon 2.0 CE
0 Reporter Dye: FAM
0 Quencher Dye: (none)
o Color: Red.
Clique em “Create Another” e defina as seguintes propriedades:
o Name: ACTB
0 Description: Epi proColon 2.0 CE
0 Reporter Dye: JOE
0 Quencher Dye: (none)
o Color: Green.
Clique em “ok”™.
Selecione os dois detetores e clique em “Add>>" para associar os detectores ao documento da placa.
Selecione “(none)” no menu de “Passive Reference”.
Clique em “Done”.
Va para o separador “Setup” e “Plate”.
Selecione todos 0s 96 pocos da placa.
Va para o menu “View” e abra “Well Inspector”.
Selecione o detetor “Septina 9” ¢ “ACTB”.
Marque a configuragdo de “Passive Reference” como “(none)” (ver Figura 1).
Clique em “Close”.
Va ao separador “Instrument” para programar as condi¢des de ciclo como descritas na Tabela 7.
Altere as seguintes configuracdes:
o0 Sample Volume: 30 pL
0 Run Mode: Sandard 7500
o0 Data Collection: Stage 2, Step2.
Crie um “Thermal Profile” com 3 etapas.
Crie um “Stage 2” com 3 passos, e um “Stage 17 e “Stage 3” com um passo.
Introduza repeti¢des, temperatura alvo, e tempo de “holding” de acordo com a Tabela 7.
Altere a “Ramp Rate” de acordo com a Tabela 7.
Defina “Data Collection” para “Stage 2, Step 2 (55.5 @ 0:35)”.
Confirme as configurac6es do 2Thermo Cycler Protocol”, de acordo com a Tabela 7 (ver Figura 2).

= =4 -8 —a —a 9
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Guarde o documento da placa com o0 nome apropriado. Abre a gaveta do equipamento.

9 Coloque a placa de PCR no suporte (a posicdo Al corresponde ao canto superior esquerdo), assegure que
a placa encaixa perfeitamente no suporte. Feche a gaveta.

1 Comece a corrida carregando no botdo “Start”.

Tabela 7 — “Thermal Cycle Program” para Applied Biossystems 7500 Fast / Fast Dx.

Parédmetro do programa Desnaturacao Cycling Holding
Etapa “Stage 17 “Stage 2” “Stage 3”
Repeticdes 1 45 1
Passo 1 1 2 3 1
Alvo [ C] 94 62 55.5 93 40
Hold [mm:ss] 20:00 00:05 00:35 00:30 00:05
Auto Increment 0 0 0
Ramp Rate [%)] 40 80 80 80 80
Data Collection Stage 2, Step 2 (55.5 @ 0:35)
{23 7500 Fast System SDS Software atel d i - 1Of x|
File View Tools 21CFRIL Instrument Analysis Window Help -8 x|
U H SRAEHE > w2
|/ Setup Y Instrument Y Resutts Y Audt Trail Y E-Signatures \
 Prate N = ‘ - — -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
U] f
|B - =X 2
(I x
Wells): 41-H12 o
C
Sample Name: I
o Use Detector Reporter | Quencher | Task Quantity Color
Vv ImSEPTS FAM (none) Unknown
(none) Unknown
|E
|F
| Omit Well :
Passive Reference:
G Add Detector... Remove | Close I ][none] :j
= = [ =
[ E E E E E
Ready [ User: [ wom [ 7

Figura 1 - Captura de ecrd, apds confirmar as defini¢Ges na janela "Well Inspector”.
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35?]?500 Fast System SDS Software - [Plate1 (Standard Curve)}]
File Wiew Tools 21CFRI11 Instrument  Anadlysis Window Help

=10] x|
=18

Ded SRBEE HE»?

/ Setup ¥ Instrument Y Resutts ¥ Audit Trail ¥ E-Sionatures

r~ Inzstrument Control — Temperature
Estimated Time Remaining (Hh:mm]: Sample: Heat Sink:
Caver: Block:
Stop I
- — Cycle

[ljsconnect | Status: Stage: Fiep:
Time [mm:ss]: Step:

Estend.., I State:

— Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile |Aut0 Increment I Ramp Hatel
Stage 1 Stage 2 Stage 2

[400 ]
0:05
Add Cycle Add Hold | Add Step I Add Dizzociation Stage | [efete Help
Setting
Sample Yolume [pl] : I30
Fun Mode | Standard 7500 =l
Data Callection : | Stage 2, Step 2 (555 @ 1:35) =
Ready |Disc0nnected |User; anne

Figura 2 - Captura de ecréd, apds a definigdo do programa de ciclos e modo de detec&o.

10.4  Definicdes da andlise (Applied Biosystems 7500 Fast e 75G&t DX)

[ [

Nota: A andlise das corridas de PCR deve ser feita apenas com a verséo de software SDS v1.4 ou SDS v1.4.1.

Nota: Ndo devem ser analisadas corridas incompletas ou corridas onde ocorrem mensagens de erro. O documento
de corrida deve conter dados de fluorescéncia para os 45 ciclos. Apds o fim do programa de ciclos de PCR clique

“Ok”.

9 Selecione o separador “Results”, e depois selecione o separador “Amplification Plot”.

9 Defina “Analysis Settings” para o detetor Septina 9 da seguinte forma:

o Data: “Delta Rn vs Cycle”

0 Detector: “Septina 9”

o Line color: “Detector Color”

0 Manual Ct, Threshold: 50000 (appears as “5.0e+004")

0 Manual baseline, Start (cycle): “10”

0 Manual baseline, End (cycle):  “22”

9 Defina “Analysis Settins” para o detetor de ACTB da seguinte forma:

Data: “Delta Rn vs Cycle”
Detector: “ACTB”
Line color: “Detector Color”

Manual Ct, Threshold: 25000 (appears as “2.5e+004”)
Manual baseline, Start (cycle): “10”

Manual baseline, End (cycle): <22~

1 Clique em “Analyze”.

1 Cligue em “Guardar”.

O OO OO0 o

9 Os valores de Ct para a Septina 9 e ACTB séo calculados automaticamente.
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9 Selecione os pogo para serem analisados.
9 As curvas de amplificag@o sdo apresentadas no separador “Amplification Plot”.
1 Os valores de Ct sdo apresentados no separador “Report”.

Nota: Cada curva de amplificacdo deve ser visualmente inspecionada. Curvas de amplificacdo que atravessem a
linha “threshold” devido a dados inconsistentes (ruido de fundo) ou a uma curva com forma linear, devem ser
consideradas negativas. S8o apresentados exemplos na figura 3.

Delta R ve Cycle Delta Rn vs Cycle
5 5
A Data: Dz Fnvs Cycle B Dte:[Deka Fn vs Cycle 7
Detector [SEFTS Detector: [rSEPTS v
50008005 5.0002+008
Line Coler: [Detector Color Line Color: [Deteclor Colr =
4.0002+005 4.0002+008
[~ Analysis S ettings [~ Analysis Settings:
(s © fua
3.000e+005 fula Ct 3.000e+005 s
& & Manalt = & Manal Ot
Z Thieshold. [50e+00% 2 Thieshold: [5.05+008
3 2.0000+005 e & zo00e+00
€ Auto Baselne € AutoBaseline
P g SR 1 - & Manua Baselne
[l —T | e
Start. de) (10
= Stant feycley [10 < = —— 5 Star [oycle)
0.000+000 s 0.0002+000 = \\\ End eyl [22
[
-1.000e+005 | e | -1.000e+005 T~ &I
T3 8 7 9 1113 16 17 19 21 22 25 27 20 31 33 36 37 39 41 43 45 13 5 7 8 11131517 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38 #1 43 45
Help Help

Cycle Number Cycle Number

Figura 3 - Capturas de ecrd de curvas de amplificagdo de Septina 9 usando o instrumento Applied Biosystems 7500 Fast.
A: Exemplos de curvas positivas validas. B: Exemplos de curvas negativas, devido a dados inconsistentes (1) ou a curvas com
forma linear (2).

10.5 Validagéo da corrida peloscontrolos Epi proColon (Applied Biosystems 7500 Fast e 7500 Fast Dx)

Qualquer corrida de uma ou mais amostras de pacientes, processadas em conjunto com os controlos Epi proColon
Positive Contro e Epi proColon Negative Control, sdo consideradas validas quando os critérios indicados na
Tabela 8 sdo observados NAS TRES (3) repeti¢es de PCR por controlo.

Se o controlo Epi proColon Positive Control ou o controlo Epi proColon Negative Control, ou ambos,
apresentarem resultados invalidos, os dados das amostras de pacientes processados em conjuntos com esses
controlos ndo podem ser interpretados. O teste deverd, por isso, ser repetido para todas as amostras de pacientes
incluidas nesse ensaio.

Tabela 8 - Limites da validacéo dos controlos Epi proColon analizados com os instrumentos Applied Biosystems 7500 Fast /
7500 Fast Dx.

Resultados do controlo Determinacéo ResultadoSeptina 9 Resultado ACTB
PCR1 Ct*<41.1 Ct*<29.8
Controlo positivo valido PCR2 Ct*<41.1 Ct*<29.8
PCR3 Ct*<41.1 Ct*<29.8
PCR1 Ct*<37.2
. . Sem Ct* detectado
Controlo negativo valido PCR2 . . Ct*<37.2
(“indeterminado™)
PCR3 Ct*<37.2
*Cycle threshold

10.6 Interpretacdo dos resultados para um PCR individual (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx)

A interpretacdo de um PCR individual é feita de acordo com a Tabela 9. Tendo em consideracdo que o resultado
do controlo interno ACTB indica a presenca de bisADN suficiente no PCR individual (Ct de ACTB especificado
na Tabela 9), o resultado do PCR Septina 9 define o resultado para este PCR individual (ver se¢do 13). Um valor
de ACTB superior ao cycle thresholcespecificado na Tabela 9, determina o resultado do PCR individual como
“invalido”.
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Tabela 9 - Interpretagdo dos resultados para um PCR individual (Applied Biosystems 7500 Fast / Fast Dx).

Resultado do PCR individual ResultadoSeptina 9 ResultadoACTB

Septina 9 Positivo Ct*< 45 Ct*<32.1

. . Sem Ct* detetado
Septina 9 Negativo ] ) Ct*<32.1
(“indeterminado”)

Ct*>321

Invalido Qualquer resultado o
Ou “indeterminado

*Cycle threshold

11 Andlise com ainstrumento RocheLightCycler 480 Instrument |

11.1  Preparacédo da placal(ightCycler 480 Instrument I)

1 Prepare a placa de PCR. A disposi¢do da placa é a recomendada na Tabela 6.

9 Transfira 15 pL da solucdo master mix de PCRpara os pocos selecionados da LightCycler 480
Multiwell Plate 96 Reaction Plate.

1 Faca uma breve centrifugacdo da placa de armazenamento de bisADN criada na secc¢do 9.2.13, durante 1
min a 1000 + 100 rcf, usando a centrifuga de placas.

1 Adicione 15 pL da solugdo de bisSADN nos respetivos pogos da placa de PCR.

Sele a placa de PCR com a pelicula LightCycler 480 Sealing Foil.

9 Faga um breve spin dowrg placa de PCR durante 1 min a 1000 * 100 rcf usando a centrifuga de placas.

=

Nota: A placa de PCR pode ser guardada a uma temperatura de 2 a 8 “C, até 4 horas.

11.2  Carregamento da placa LightCycler 480 Instrument 1)

Nota: E recomendado guardar um ficheiro modelo (template file) (*.ixo) com as definicBes dos ciclos e
configuragdes de analise.

9 Iniciar o softwareversdo 1.5x.

9 Criar uma nova experiéncia, clique em “New experiment”.

9 Carregar o ficheiro “template especifico para a experiéncia ou definir uma nova experiéncia, de acordo
com parametros do programa de PCR detalhados na Tabela 10.

9 Abraa gaveta do equipamento.

1 Coloque a placa de PCR no suporte (a posi¢cdo Al corresponde ao canto superior esquerdo), assegure que
a placa encaixa perfeitamente no suporte. Feche a gaveta.

1 Clique em “Start Run” para iniciar.

Tabela 10 - Programa de PCR padréo para o instrumento LightCycler 480 Instrument I.

Parametro do programa | Desnaturagao Cycling Arrefecimento
Modo de analise None Modo de Quantificacéo None
Ciclos 1 50 1

Passo 1 1 2 3 1

Alvo [ C] 94 62 56 93 40

Hold [mm:ss] 00:20:00 00:00:05 00:00:35 00:00:30 00:00:30
Ramp Rate [ C/s]* 1.0 1.3 1.3 1.3 1.3
Modo de aquisicao None None Single None None

* LightCycler 480 Instrument I: selecione “Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe” como formato de detegdo; ative a
combinagéo de filtros 483 — 533 nm e 523 — 568 nm e defina o “Reaction Volume” para “30”.
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11.3 Defini¢cdes da andlisel{ightCycler 480 Instrument I)

Nota: Utilizadores do LightCycler 480 Instrument | precisam de selecionar Color CompensatiofON” e carregar
a respectivo ficheiro “Epi proColon Compensation” para combinagdes de filtros “Filter Comb 483 — 533” e Filter
Comb 523 — 568”.

Nota: Faca a analise dos dados apenas para 0s pogos em uso, criando para tal um respetivo conjunto de amostras,
tal como descrito no manual do LightCycler 480 Instrument I.

1 Clique em “Analysis”, na barra “LightCycler 480 Basic Software Module”, abrindo a janela “Analysis

Orverview”.

Selecione “Abs Quant/Fit Points” para todas as amostras.

Active “Epi proColon Color Compensation”.

Active o “Filter Comb 483 — 533”.

Define o “First Cycle” como “1” e “Last Cycle” como “50”.

Defina o ruido de fundo (clique no botdo azul de background) como “5 — 227, definindo “Min Offset”

como “4” e “Max Offset” como ”21” na janela “Cycle Range”.

9 Defina a faixa de ruido (Noise band) como ‘“Noise Band (Fluoresc)” e defina a Noise band manualmente

para “1,6” na janela “Noise Band”.

Apos selecionar “Threshold (Manual)”, na janela “analysis”, defina o threshold para “1,6”.

Defina 0 nimero de “Fit Points” como “2” na janela “Analysis”.

1 Clique em “Calculate”
“Septin 9 Crossing Point’ ( “ C R"cdlculado automaticamente para cada amostra e apresentado na
“Sample Table”.

9 Exporte os valores de CP clicando com o Botéo do lado direito na “Sample Table”. Selecione “Export”.
Guarde o ficheiro com um nome (nico e significativo.

I Active o “Filter Comb 523 — 568”.

9 Defina o “Fist cycle” como “1” e o “Last Cycle” como “50”.

9 Defina o valor de background (clique no botdo azul de background) como “5 —22”, definindo Min Offset
como “4” e Max Offset como “21” na janela “Cycle Range”.

9 Defina a “Noise band” como “Noise ban (Fluorec)” e defina a “Noise band” manualmente como “0,8” na

janela “Noise band”.

Ap0s selecionar “Threshold (Manual)” na janela “Analysis”, defina o threshold para “0,8”.

Defina o nimero de “Fit Points” como “’2” na Janela de “Analysis”.

I Clique em “Calculate”.
Os “ACTB CP values' sdo calculados automaticamente para cada amostra e apresentados na “Sample
Table”.

9 Exporte os valores de CP clicando com o botdo do lado direito, na “Sample Table”. Escolha “Export”.
Guarde o ficheiro com um nome (nico e significativo.

= =4 —a —a -

= =
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Nota: Ajuste a ‘“Noise band” e 0 “Threshold”, de tal forma que este fique situado ligeiramente acima do
background e que atravesse as curvas de amplificagdo no inicio da fase exponencial. As curvas de amplificacao
sem um aumento exponencial significativo devem ser avaliadas como negativas.

11.4  Validacdo da corrida pelos controlos EpproColon (LightCycler 480 Instrument I)

Qualquer corrida de uma ou mais amostras de pacientes, processadas em conjunto com os controlos Epi proColon
Positive Control e Epi proColon Negative Control, sdo consideradas vélidas quando os critérios indicados na
Tabela 11 sfo observados NAS TRES (3) repeticdes de PCR por controlo.
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amglification Curvas Amplfcatien Corves Amplification Curves
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Figura 3 - Captura de ecrd das curvas de amplificacdo de Septina 9 utilizando o LightCycler 480. A: Curva de amplificacdo
sem um aumento exponencial significativo deve ser avaliada com negativa. B: O Threshold deve ser ajustado para que fique
ligeiramente acima do background. C: O Threshold deve ser ajustado para que atravesse as curvas de amplificacdo no inicio do
aumento exponencial.

Se o controlo Epi proColon Positive Control ou o controlo Epi proColon Negative Control, ou ambos,
apresentarem resultados invalidos, os dados das amostras de pacientes processados em conjuntos com esses
controlos ndo podem ser interpretados. O teste devera, por isso, ser repetido para todas as amostras de pacientes
incluidas nesse ensaio.

Tabela 11 - Limites da validagdo dos controlos Epi proColon (LightCycler 480 Instrument I).

Resultados do controlo Determinacéo ResultadoSeptina 9 Resultado ACTB
PCR1 CP*<40.6 CP*<29.5

Controlo positivo valido PCR2 CP*<40.6 CP*<29.5
PCR3 CP*<40.6 CP*<29.5
PCR1 CP*<36.5

Controlo negativo valido PCR2 Sem CP* definido CP*<36.5
PCR3 CP*<36.5

*Crossing Point

11.5 Interpretacdo dos resultados para um PCR individual LightCycler 480 Instrument 1)

Se o resultado do controlo interno ACTB indicar a presenca de quantidade suficiente de ADN no PCR individual
(ACTB cycle threshol@specificado na Tabela 12), o resultado do PCR de Septina 9 define o resultado deste PCR
individual (ver seccdo 13). Um valor de ACTB acima do crossing poinespecificado na Tabela 12 determina os
resultados do PCR individual como “invalido”.

Tabela 12 - Interpretacéo dos resultados para um PCR individual (LightCycler 480 Instrument I).

Resultado do PCR Individual Resultado daSeptina 9 Resultado ACTB
Positivo para Septina 9 CP*< 50 CP*<33.1
Negativo para Septina 9 Sem CP* definido CP*<33.1
Invélido Qualquer resultado CP*>33.1

*Crossing Point

12 Analise com oinstrumentoRocheLightCycler 480 Instrument Il

12.1.  Preparacédo da placal(ightCycler 480 Instrument II)

9 Prepare a placa de PCR. A disposi¢do da placa € a recomendada na Tabela 6.

9 Transfira 15 pL da solugdo master mix de PCRara os pogos selecionados da LightCycler 480
Multiwell Plate 96 Reaction Plate.

9 Faca uma breve centrifugacdo da placa de armazenamento de bisADN criada na sec¢do 9.2.13 durante 1
min a 1000 + 100 rcf usando a centrifuga de placas.

9 Adicione 15 pL da solucdo de bisADN nos respetivos pogos da placa de PCR.
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9 Sele a placa de PCR com a pelicula LightCycler 480 Sealing Foil.
9 Faca um breve spin dowra placa de PCR durante 1 min a 1000 + 100 rcf usando a centrifuga de placas.

Nota: A placa de PCR pode ser guardada a uma temperatura de 2 a8 C, até 4 horas.

12.2  Carregamento da placa LightCycler 480 Instrument Il)

Nota: E recomendado guardar um ficheiro modelo (template file) (*.ixo) com as defini¢des dos ciclos e
configuracGes de analise.

9 Iniciar o software versdo 1.5x.

9 Criar uma nova experiéncia, clique em “New experiment”.

9 Carregar o ficheiro template especifico para a experiéncia ou defina uma nova experiéncia de acordo com
parametros do programa de PCR detalhados na Tabela 13.

9 Abraa gaveta do equipamento.

9 Coloque a placa de PCR no suporte (a posicdo Al corresponde ao canto superior esquerdo), assegure que
a placa encaixa perfeitamente no suporte. Feche a gaveta.

1 Clique em “Start Run” para iniciar.

Tabela 13 - Programa de PCR padrdo para o instrumento LightCycler 480 Instrument II.

Parédmetro do programa | Desnaturagao Cycling Arrefecimento
Modo de analise None Modo de Quantificacéo None
Ciclos 1 50 1

Passo 1 1 2 3 1

Alvo [ C] 94 62 56 93 40

Hold [mm:ss] 00:20:00 00:00:05 00:00:35 00:00:30 00:00:30
Ramp Rate [ C/s]* 1.0 1.3 1.3 1.3 1.3
Modo de aquisicéo None None Single None None

* LightCycler 480 Instrument II: selecione “Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe” como formato de detegdo; ative a
combinagéo de filtros 465 — 510 nm e 533 — 580 nm e defina o “Reaction Volume” para “30”.

12.3  DefinigBes da analisel(ightCycler 480 Instrument Il)

Nota: Faca a analise dos dados apenas para 0s po¢os em uso, criando para tal um respetivo conjunto de amostras,
tal como descrito no manual do LightCycler 480 Instrument I.

9 Clique em “Analysis” na barra LightCycler 480 Basic Software Module, abrindo a janela “Analysis

Orverview”.

Selecione “Abs Quant/Fit Points” para todas as amostras.

Active o “Filter Comb 465 — 510”.

Define o “First Cycle” como “1” e “Last Cycle” como “50”.

Defina o background (ruido de fundo) (clique no botdo azul de background) como “5 — 22”, definindo

“Min Offset” como “4” e “Max Offset” como 21" na janela “Cycle Range”.

Defina a faixa de ruido (Noise band) como “Noise Band (Fluoresc)” e defina a “Noise band”

manualmente para “2,0” na janela “Noise Band”.

9 Apos selecionar “Threshold (Manual)” na janela “Analysis”, defina o threshold para “2,0”.

Defina o numero de Fit Points como ‘“2” na janela de “Analysis”.

1 Clique em “Calculate”
Septina 9Cr ossi ng P @ icaltilado @uto@aficamente para cada amostra e apresentado na
“Sample Table”.

9 Exporte os valores de CP clicando com o Botdo do lado direito na “Sample Table”. Selecione “Export”.
Guarde o ficheiro com um nome Unico e significativo.

T Active o “Filter Comb 533 — 580”.

1 Defina o “First cycle” como “1” e o “Last Cycle” como “50”.

= =a =4 —a A
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1 Defina o valor de background (clique no botdo azul de background) como “5 —22”, definindo Min Offset
como “4” e Max Offset como “21” na janela “Cycle Range”.

9 Defina a Noise band como “Noise ban (Fluorec)” e defina a Noise band manualmente como “2,0” na

janela “Noise band”.

Ap0s selecionar “Threshold (Manual)” na janela “Analysis”, defina o threshold para “2,0”.

Defina o nimero de Fit Points como “’2” na Janela de “Analysis”.

1 Cligue em “Calculate”.
Os ACTB CP valuesséo calculados automaticamente para cada amostra e apresentados na “Sample
Table”.
Exporte os valores de CP clicando com o botéo do lado direito na “Sample Table”. Escolha “Export”.
Guarde o ficheiro com um nome Unico e significativo.

= =

Nota: Ajuste a “Noise band” e “Threshold” de tal forma que o Ultimo fique situado ligeiramente acima do
background e que atravesse as curvas de amplificagdo no inicio do aumento exponencial. As curvas de
amplificacdo sem um aumento exponencial significativo devem ser avaliadas como negativas.

amglification Curvas Amplfcatien Corves Amplification Curves

C

T 16§ MG RD DRSS BB DN EE NG NG IR AR R EEE R R E ] IREEE A E E E EE EE X
Cpcez Cpelnz Cycles

Figura 4 - Captura de ecrd das curvas de amplificacdo de Septina 9 utilizando o LightCycler 480. A: Curva de amplificacdo
sem um aumento exponencial significativo devem ser avaliadas com negativas. B: O Threshold deve ser ajustado para que
fique ligeiramente acima do background. C: O Threshold deve ser ajustado para que atravesse as curvas de amplificacdo
mesmo no inicio do aumento exponencial.

12.4  Validacdo da corrida pelos controlos EpproColon (LightCycler 480 Instrument Il)

Qualquer corrida de uma ou mais amostras de pacientes, processadas em conjunto com o0s controlos Epi proColon
Positive Control e Epi proColon Negative Control, sdo consideradas validas quando os critérios indicados na
Tabela 14 sfo observados NAS TRES (3) repeticdes de PCR por controlo.

Se o controlo Epi proColon Positive Control ou o controlo Epi proColon Negative Control, ou ambos,
apresentarem resultados invalidos, os dados das amostras de pacientes processados em conjuntos com esses
controlos ndo podem ser interpretados. O teste deverd, por isso, ser repetido para todas as amostras de pacientes
incluidas nesse ensaio.

Tabela 14 - Limites da validagdo dos controlos Epi proColon (LightCycler 480 Instrument I1).

Resultados do controlo Determinacao ResultadoSeptina 9 Resultado ACTB
PCR1 CP*<40.5 CP*<30.3

Controlo positivo valido PCR2 CP*<40.5 CP*<30.3
PCR3 CP*<40.5 CP*<30.3
PCR1 CP*<37.1

Controlo negativo valido PCR2 Sem CP* definido CP*<37.1
PCR3 CP*<37.1

*Crossing Point
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125. Interpretacdo dos resultados para um PCR individual CightCycler 480 Instrumentl1)

Se o resultado do controlo interno ACTB indicar a presenca de quantidade suficiente de ADN no PCR individual
(ACTB cycle threshold especificado na Tabela 15), o resultado do PCR de Septina 9 define o resultado deste PCR
individual (ver sec¢do 13). Um valor de ACTB acima do crossing point especificado na Tabela 15 determina os
resultados do PCR individual como “invalido”.

Tabela 15 - Interpretagdo dos resultados para um PCR individual (LightCycler 480 Instrument I1).

Resultado do PCR Individual Resultado daSeptina 9 Resultado ACTB
Positivo para Septina 9 CP*< 50 CP*<33.7
Negativo para Septina 9 Sem CP* definido CP*<33.7
Invalido Qualquer resultado CP*>33.7

*Crossing Point

13. Interpretacdo dos resultados para a amostra de um paciente

O resultado final do teste para a amostra de um paciente é interpretado de acordo coma Tabela 16. O resultado do
teste € “POSITIVO”, se pelo menos duas das trés repeti¢des do PCR forem positivas para “Septina 9”. O resultado
do teste ¢ “NEGATIVO?”, se pelo menos duas das trés repeticdes do PCR forem negativos para “Septina 9”. Os
resultados do teste é “INVALIDO” em todos 0s outros casos.

Tabela 16 - Interpretagdo dos resultados do teste Epi proColon 2.0 CE.

Resultado do teste Controlo Positivo e Controlo Negativo Resultados do PCR Individual
POSITIVO Vélido Pelo menos dois po;itivos para Septina
NEGATIVO Vélido Pelo menos dois negativos para Septina
INVALIDO Vélido Todos 0s outros casos
INVALIDO Invalido n/a

14. Controlo de qualidade

14.1  Controlos externos

O Epi proColon 2.0 CE contém os controlos Epi proColon Positive e Epi proColon Negative (M5-02-003). Estes
controlos devem ser incluidos em todas as corridas para monitorizar o sucesso da execucdo do fluxo de trabalho e
para assegurar a viabilidade dos resultados do teste. Os valores dos controlos Epi proColon Positive e Negative
devem estar dentro dos limites de validacdo (ver Tabela 8, ou Tabela 11, ou Tabela 14). Se um controlo se
encontra fora da sua variacdo especifica, os resultados do teste associados sao invalidos, ndo devem ser reportados
e o teste deve ser repetido.

Se os procedimentos do controlo de qualidade requerem um uso mais frequente dos controlos para verificar os
resultados dos testes, siga esses procedimentos.
14.2  Controlos internos

O controlo interno permite a detecdo do ADN do gene ACTB (B-actina) convertido por bissulfito. Esta co-
amplificacdo do controlo interno monitoriza a qualidade, a preparacdo e a adequada concentracdo de ADN da
amostra.
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O resultado de PCR para o gene Septina 9 esta associado ao valor de Ct ou CP do PCR ACTB (ver Tabela 9, ou
Tabela 12, ou Tabela 15). Os Valores de Ct ou CP do PCR ACTB que estdo fora do intervalo normal de
amplificacdo invalidam, por isso, o resultado do PCR individual; como tal, valores elevados estdo associados a um
contetido muito baixo de bisADN ou inibi¢éo do PCR.

15. LimitagBes do método

1 Apenas para diagndstico in vitro.

9 Este produto foi validado para a combinacdo dos kits: Epi proColon Plasma Quick Kit (M5-02-001) ou
Epi BiSKit (M7-01-001), Epi proColon Sensitive PCR Kit (M5-02-002), e Epi proColon Control Kit
(M5-02-003). Estes ndo podem ser substituidos por outros métodos de extracdo de ADN ou kitsde PCR.

9 Este produto foi validado para o uso em plasma derivado de sangue colhido com seguintes tubos: BD
VacutainerN K,EDTA, S-MonovetteN 9 ml Potassium-EDTA and S-MonovetteN 8.5 ml CPDA tubes. O
uso de outros tipos de amostra e outros tubos de colheita ndo foram validados.

f O armazenamento do sangue em tubos S-MonovetteN 8.5 ml CPDA a temperatura que excedam os 25 C

pode levar a resultados falsos positivos.

O uso deste produto esta limitado a pessoal experiente e com formagéo em técnicas de PCR.

1 A detecdo do cancro colorectal é dependente da quantidade de ADN tumoral circulante no espécime, e
pode ser afetado pelos métodos de colheita e armazenamento da amostra, fatores do paciente (ex. idade,
outras doengas) e estado do tumor.

1 Os resultados ndo sdo uma prova confirmativa da presenga ou auséncia do cancro colorectal. Qualquer
teste Epi proColon 2.0 CE com resultado positivo deve ser confirmado por colonoscopia ou
sigmoidoscopia.

9 Testes com resultados positivos foram observados em doentes clinicamente diagnosticados com as

seguintes doencas: gastrite cronica, esofagite, arterite ndo-reumatdide, cancro do pulmdo, cancro da

mama e cancro da prostata.

Testes com resultados positivos foram observados em mulheres gravidas.

9 Os resultados do teste Epi proColon 2.0 CE devem ser avaliados em conjunto com outros parametros
clinicos.

=

=

16. Carateristicas do desempenho

16.1  Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica foi avaliada por 3 operadores, cada um realizando 4 corridas independentes com um
conjunto de 2 x 7 amostras para limites de dete¢do técnico (LoD samples) com as seguintes concentracdes de
ADN de células HelLa (positivo para Septina 9): 0, 6, 12, 18, 25, 35 e 50 pg/mL, resultando em 168 determinacfes
de Septina 9. Todas as determinacfes obtidas no equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Dx (software SDS
v1.4) foram vélidas. Das 144 amostras “LoD” com o ADN de HeLa (“spiked DNA”) 133 foram positivas e 24 das
24 amostras sem o ADN de HelLa foram negativas. O LoDgs estimado foi determinado por um modelo de
regressao logistica como sendo 14 pg/ml (Cl 95%: 9 pg/mL — 19 pg/mL) para Epi proColon 2.0 CE.

Uma experiéncia semelhante foi realizada para determinar a sensibilidade analitica utilizando o instrumento
LightCycler 480 Instrument |. O LoDgs estimado foi equivalente.

16.2  Reprodutibilidade

A reprodutibilidade deste procedimento foi testada pelo processamento de aliquotas de plasma de 9 conjuntos de
amostras de plasma humano. Seis conjuntos incluem plasma de pacientes diagnosticados com carcinoma
colorectal. Trés conjuntos incluem plasma de individuos sem qualquer doenca aparente. Todos 0s conjuntos foram
processados com 6 repeticOes, por trés operadores diferentes e utilizando diferentes lotes de kits de Epi proColon
Plasma Quick (M5-02-001), assim como diferentes lotes do kit Epi proColon Sensitive PCR (M5-02-002). Em 54
das 54 determinaces, o resultado esperado (i.e pacientes com cancro, positivos para Septina 9 ; individuos sem
doenca, negativos para Septina 9) foi consistentemente obtido.
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16.3  Sensibilidade clinica e especifica

O desempenho clinico de Epi proColon 2.0 CE foi determinado com 149 amostras clinicas sem evidéncias de
doenca, colhidas numa amostra populacional de risco médio e com 197 espécimes clinicos, num estudo caso
controlo, composto por amostras de pacientes com carcinoma colorectal histologicamente confirmado, em todos os
estadios, e amostras negativas de individuos verificados por colonoscopia, sem evidéncias da doenca.

O ADN convertido por bissulfito foi preparado através de plasma derivado de sangue processado até quatro horas
ap6s a colheita com tubos VacutainerN K,EDTA (Becton Dickinson). Foram obtidas medigdes vélidas para 346
de 346 espécimes (100 %).

Na amostra populacional, uma das 149 amostras analisadas apresentou um resultado positivo. A taxa estimada de
falsos positivos neste grupo de paciente é 1 % (Cl 95 %: 0 % - 4 %). Estes nimeros traduzem-se numa
especificidade clinica de 99 % (CI 95 %: 96 % - 100 %).

Dos 99 sujeitos do estudo caso controlo sem evidéncia de doenca (controlos), 96 espécimes foram negativos para a
presenca de metilacdo do gene Septina 9, resultando numa especificidade clinica estimada de 97 % (Cl 95 %: 91 -
99 %), ver a tabela 17.

Dos 98 sujeitos diagnosticados com carcinoma colorectal, 79 espécimes foram positivos para a presenga de
metilagdo do gene Septina 9, resultando numa sensibilidade clinica estimada de 81% (CI 95 %: 72 % - 87 %). No
caso particular do cancro colorectal precoce e localizado, o teste Epi proColon 2.0 CE foi positivo em 43 (18
estado I, 25 estado 1) dos 56 pacientes (77 %).

A tabela abaixo sumariza os dados obtidos.

Tabela 17 - Sumério dos dados do desempenho clinico do teste Epi proColon 2.0 CE.

Controlos (grupo de Controlos (caso Todos os carcinomas  Carcinoma colorectal

rastreio) controlo) colorectais localizado
Resltados 149 99 98 56
validos
Positivos para
Septina 9 ! 3 ” 43
NERFELES (1 148 9 19 13
Septina 9
Positividade 1% 3% 81 % 77%

16.4  Concordéancia dos dois instrumentos de PCR em tempo real

A concordancia do teste Epi proColon 2.0 CE nos equipamentos Applied Biosystems 7500 Fast Dx System e
LightCycler 480 Instrument I foi determinada com medicfes lado a lado, utilizando 48 amostras de plasma de
doentes com carcinoma colorectal, histologicamente confirmado em todos os estados, e 52 amostras de individuos
sem aparente doenca do cdlon, verificado por colonoscopia. Em 93% (93/100) dos casos, os dois sistemas de
medic&o originaram resultados concordantes para a Septina 9.

16.5. Interferéncia

Né&o foi observada qualquer interferéncia dentro dos controlos experimentais e amostras reativas ou ndo reativas
testadas com niveis elevados de ADN genomico ndo metilado (100 ng/mL), bilirrubina (0,20 mg/mL),
hemoglobina (1 mg/mL), triglicéridos (12 mg/mL), proteina (alboumina de soro humano) (40 mg/mL), glébulos
vermelhos (0,4% v/v), K:EDTA (20 mg/mL9, colesterol (5mg/mL), acido drico (0,235 mg/mL), e glucose
(10mg/mL).
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17. Significado dos simbolos

jz Consulte a instrugdes de utilizacéo

REF Ntmero do pedido

IVD Dispositivo médico para diagndstico in vitro
LOT Numero de lote

Data de validade

CONTROL|~| Controlo Negativo

ICONTROL(+| Controlo Positivo

Fabricante

Armazene a temperatura indicada

Uso Unico

W Ndmero de testes

Cadigo de Identificagio Unica do Dispositivo UDI (Unique Device Identifier)

Restrito apenas aos EUA:
Rx Only “Caution: Federal Law restricts this device to sale by or on the order of a licensed
practitioner.”
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19. Contactos
Epi proColon 2.0 CE é fabricado por:

Epigenomics AG
Geneststr. 5
10829 Berlim, Alemanha

Para mais informac@es envie um e-mail ou ligue para:

support@products.epigenomics.com
Telefone: +49 30 24345 222
Fax: +49 30 24345 555

Notice to Purchaser

Epi proColon (Epi proColon®) e Epi BiSKit™ estamos uma marca registada da Epigenomics AG. Todas as outras
marcas registadas, logétipos e nomes comerciais referenciados sdo propriedade dos respetivos titulares.
LightCycler® 480 System é uma marca registada da F. Hoffmann-La Roche Ltd.

Applied Biosystems®, MicroAmp® sdo marcas registadas da Life Technologies Corporation; DynaMag™ é uma
marca da Life Technologies Corporation.

FAM™, JOE™ and TAMRA™ sé&o marcas da Applera Corporation.

BD Vacutainer® é uma marca registada da Becton Dickinson Inc./Corporation.

S-Monovette® é uma marca registada da Sarstedt AG & Co.

ThermoMixer®, Research®, Reference®, Multipette®, ep Dualfilter T.1.P.S.®, Combitips advanced® sdo marcas
registadas da Eppendorf AG; Safe LockTM ¢é uma marca da Eppendorf AG.

HandyStep® é uma marca registada da Brand GmbH + Co KG.

A compra deste produto concede ao comprador direitos sobre determinadas patentes da Roche, mas para uso

exclusivo de fornecimento de servicos de diagndstico in vitro em humanos. Nenhuma patente geral ou outra
licenca de qualquer tipo, diferente do direito especifico de uso pela compra, é concedida por este meio.
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