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ARMAZENE IMEDIATAMENTE APOS A RECECAO

O ScreenYu Gyn® Kit é enviado a temperatura ambiente e é usada uma marca para medi¢do da
temperatura para monitorizar se o intervalo de validade da temperatura foi excedido.
Imediatamente apds a rececdo, verifique a marca para medicdo da temperatura que esta colada ao
kit e verifique se a cor mudou. Verifique também a embalagem secundéria, o selo e a embalagem
primaria e confirme que ndo estdo danificados. O kit deve ser refrigerado imediatamente apds a
rececdo, a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C, e protegido da luz. Se transportado e armazenado
corretamente, o ScreenYu Gyn®Kit e os seus componentes podem ser usados até a data indicada.

Monitorizagdo da temperatura de transporte

A marca para medi¢do da temperatura colada ao ScreenYu Gyn® Kit monitoriza a temperatura durante o transporte. Uma
marca prateada clara indica que o kit foi entregue em conformidade com a temperatura de transporte. Uma marca preta
evidencia ndo-conformidade com a temperatura de transporte especifica, o que significa que os pardmetros de desempenho do
ScreenYu Gyn®Kit ja ndo podem ser garantidos. Neste caso por favor contate Epitype GmbH.
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1 FINALIDADE PREVISTA

ScreenYu Gyn® é um kit de diagnostico in vitro para a detecdo qualitativa de um marcador
epigenético em ADN bissulfito-convertido de amostras cervicais de mulheres com um resultado
positivo no teste HPV ou um resultado pouco claro no teste Papanicolau que ainda precisa de ser
clarificagdo. Um resultado positivo no teste ScreenYu Gyn® correlaciona-se com a presenca de uma
neoplasia intraepitelial cervical ou de um carcinoma cervical.

ScreenYu Gyn® estd apenas indicado para a utilizacdo por pessoal de laboratério qualificado e
familiarizado com técnicas de biologia molecular. A interpretacdo dos resultados deve sempre ser
feita em conjun¢do com resultados de outros procedimentos laboratoriais de diagndstico, bem
como ter em consideragdo o contexto clinico.

2 SIGNIFICADO CLIiNICO

O cancro do colo do Utero é o quarto mais comum caso de cancro nas mulheres a nivel mundial, com
>600.000 novos casos diagnosticados por ano [1]. Em quase todos os casos, uma infecdao
persistente com o papilomavirus humano (HPV) carcinogénico é a causa subjacente [2] e um pré-
requisito para o desenvolvimento de cancro do colo do Utero. As mulheres negativas para o HPV
possuem um risco extremamente baixo de desenvolverem cancro do colo do Utero, e mesmo a
maioria das mulheres com infecdo por HPV ndo desenvolvem um estadio pré-cancerigeno. Apenas
cerca de 15% das mulheres infetadas com HPV desenvolvem um estadio pré-cancerigeno ou
carcinoma que requer tratamento [3].

As pacientes testadas positivamente para o HPV efou com resultado do Teste de Papanicolau
aguardando clarificacdo (Pap Il, Pap lll e Pap IlID1 e D2) é entdo realizada a realizagdo de um teste de
triagem como o ScreenYu Gyn®, para determinar com elevada exatiddao a probabilidade da
presenca de cancro ou o seu percursor.

ScreenYu Gyn® nao deve ser considerado como a decisdo terapéutica final e deve ser avaliado em
conjung¢do com outras observacoes médicas.

3 PRINCIPIO DO TESTE

ScreenYu Gyn® baseia-se na detecdo de um biomarcador epigenético, isto €, na metilacdo de uma
seccao especifica do ADN, cuja presenca corresponde a presenca de lesdo pré-cancerigena ou
carcinoma cervical [4, 5, 6]. Adicionalmente é analisado um marcador de referéncia bissulfito-
especifico. As regides do marcador usadas sdo mostradas na tabela abaixo.

Vista geral das regides do marcador

Designagao no protocolo Regiao do marcador Marcador fluorescente
(designacao do gene)

Marcador de metilacdo ZNF671 ROX

Marcador de controlo ACTB FAM

A detecdo é realizada usando Real-Time PCR baseada em sondas de elevada sensibilidade. O output
dos instrumentos de Real-Time é o Valor Cp (Cross point, cobas z 480 Analyzer) ou valor Cq (Cycle
quantification, CFXg6 Real-Time PCR Detection System), ambos correspondendo ao limite do ciclo
valor Ct e sdo também referidos abaixo como tal. Este valor corresponde ao ciclo, numa Real-Time
PCR, em que a fluorescéncia aumenta pela primeira vez acima de um determinado valor-limite.

A analise de uma amostra de paciente usando ScreenYu Gyn® envolve duas etapas.
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Em primeiro lugar, o ADN do esfregaco de colo do Utero é convertido pelo bissulfito e a metilagdo é
fixada. Na segunda etapa o ADN tratado com bissulfito e eluido é analisado por Real-Time PCR
baseada em sonda especifica para a metilacdo. A secdo do ADN metilado originalmente é
amplificada seletivamente usando os primers das ScreenYu Gyn® Strips. A detecdo da metilagdo e
do marcador de controlo sdo realizadas usando sondas marcadas com corantes fluorescentes.
Adicionalmente, sdo incluidos um controlo positivo e um negativo para confirmar a PCR.
Subsequentemente realiza-se a analise especifica para o ensaio.

A amostragem e o kit de bissulfito ndo fazem parte do ScreenYu Gyn® Kit. Produtos desenhados
especificamente para amostragem e tratamento com bissulfito estdo disponiveis separadamente.

A=C-=G=A-T=@-a- T4
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A: Amostragem B: Conversdo da C: Dete¢do dos marcadores e
amostra com bissulfito avaliagdo dos resultaodos da PCR
Preparagao das amostras ScreenYu Gyn®

Principio do teste

A: O ginecologista colhe um esfregago do cérvix da paciente usando um kit de amostragem adequado.

B: O laboratdrio de diagndstico realiza o tratamento com bissulfito da amostra da paciente.

C: Uma reagdo PCR duplex é realizada por amostra. A andlise é realizada através da dete¢do de sondas marcadas com corante
contidas na ScreenYu Gyn® Strip.

4 DESIGN DO ENSAIO SCREENYU GYN®

4.1 ScreenYu Gyn® Strips

O ensaio ScreenYu Gyn® é baseado em sondas TagMan. Cada ScreenYu Gyn® Strip é uma tira de
PCR com 8 pocos contendo dois pares de primer em cada pogo, bem como uma sonda associada
para amplificagdo do marcador de metilagdo especifico ZNF671 e do marcador de controlo ACTB.
Um poco de uma ScreenYu Gyn® Strip é necessario para a analise de uma amostra de paciente.

4.2 Controlos

O desenho do ScreenYu Gyn@® Kit inclui trés controlos para monitorizar a qualidade da amostra e do
tratamento com bissulfito (marcador ACTB) bem como a qualidade da reacdo de PCR (controlo
positivo e controlo negativo).

4.2.1 Controlo de qualidade ao tratamento com bissulfito (marcador de controlo ACTB)

Este marcador de controlo verifica o sucesso da conversdo de todas as citosinas ndao metiladas a
uracilos e assim a qualidade do tratamento com bissulfito realizado. A detecdo é realizada por
amplificagdo de um fragmento de ADN proximo do gene humano para a beta-Actina (ACTB). Se ndo
existe amplificagdo de ACTB com um valor Ct abaixo de 32, o ensaio da amostra é considerado
invalido e tem de ser repetido.



4.2.2 Controlo positivo

O controlo positivo monitoriza a qualidade da PCR. A amplificacdo do ScreenYu Gyn® Positive
Control (PC) deve fornecer um valor Ct abaixo de 38 tanto para o marcador de metilagdo como para
o marcador controlo. Caso contrario, a PCR é invalida e tem de ser repetida.

4.2.3 Controlo negativo

O controlo negativo é uma reagdo de controlo com ScreenYu Gyn® Water (NTC — No Template
Control) como molde, pelo que tem de ser negativo para ambos os marcadores. Se ocorrem valores
Ct no controlo negativo, é provavel que tenha havido contaminacdo e o ensaio ScreenYu Gyn® tem
de ser repetido.

5 MATERIAL DE REFERENCIA

N3o esta disponivel material de referéncia internacional.

6 CONTEUDO DOKIT

Conteudo do ScreenYu Gyn® Kit

Designagao dos Simbolo Conteldo Volume/Quantidade
componentes SGoo1-46
v 1

ScreenYu Gyn® Mastermix PCR-MM PCR Mastermix 1x0.55ml

(2x)
ScreenYu Gyn® Strips STRIPS PCR strip 2 6 Tiras
ScreenYu Gyn® Caps CAPS Tampas para tiras 6 Tampas
ScreenYu Gyn® Positive .
Control CONTROL Controlo positivo 1x 90 pl

ScreenYu Gyn® Water Agua 1x2ml

~ G« Instrucdes de
Instrucoes de utilizagao - b 1
utilizagao

1 Contém todos os componentes necessarios para a Polymerase chain reaction (PCR), exceto os primers, as sondas e o

template.

2 Contém os primers e sondas necessarios para a PCR.



7 CONSUMIVEIS E EQUIPAMENTO (NAO INCLUIDOS NO KIT)

ScreenYu Gyn® s6 pode ser usado em combinagdo com os consumiveis e equipamentos listados e
somente por pessoal qualificado. Todo o material laboratorial necessario deve ser instalado,
calibrado, manuseado e mantido de acordo com as instru¢des do fabricante.

Temperatura ambiente definida como entre 15°C e 30 °C.

Equipamento necessdrio

Equipamento Catalogue no. Fornecedor
. . . . Dso30-E,
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) Dco31-E Zymo Research Europe GmbH
PCR microcentrifuge tube PP, 0.1 ml, without
cap, low profile, 8-well strip, white, np pcr 04-032-0556 Nerbe plus GmbH & Co. KG

ready *

Cap for PCR microcentrifuge tubes PP, 0.1 ml
& 0.2 ml, flat, 8-cap strip, highly transparent,  04-043-0500 Nerbe plus GmbH & Co. KG
np pcr ready *

ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) - Hologic, Inc.

Cervex-Brush® ou Cervex-Brush® Combi - Rovers Medical Devices

Para ser usado como tiras de equilibrio em PCR, consulte o layout da placa na pagina 15 ou na pagina 19.

O equipamento de laboratdrio e os consumiveis listados em seguida sdo necessarios para realizar o
ensaio ScreenYu Gyn®.

- Centrifuga para tubos de reagdo de 0,5 ml/1,5 ml, = 10,000 xg

- Centrifuga para tiras de PCR

- Termociclador para tubos de reacdo de o,5 ml

- Vortex/agitador

- Pipetas com gamas de volume diferentes e associadas a pontas com filtro (estéreis, DNase-
free)

- Suporte para tubos de reacdo o,5 ml/1,5/2 ml

- Suporte de 96 pocos para tiras de PCR

- Tubos de reagdo para o,5 ml/1,5 ml (DNase-free)

- Etanol 96 —100%, nao desnaturado

- Aparelho Real-time PCR, canais de dete¢do para FAM e ROX

ScreenYu Gyn® foi validado nos aparelhos de real-time PCR seguintes:

e cobas z 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) com bloco de 96 pocos, adaptador
para tiras de PCR e LightCycler® 480 SW UDF 2.0.0 (Service Pack 3), avaliagdo com
versao 1.5.1.62

e  (CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) com CFX
Maestro software versao 2.3



8 ARMAZENAMENTO E TEMPO DE VIDA EM PRATELEIRA

Se transportado e armazenado convenientemente, o ScreenYu Gyn® Kit e os seus componentes
podem ser usados até a data indicada. Todos os reagentes contidos no kit sdo estaveis até a data de
validade apds abertura indicada, se forem armazenados sob as condi¢des indicadas e protegidos da
contaminacao.

Temperatura de armazenamento do ScreenYu Gyn® Kit e equipamento néo incluido no kit

Equipamento Temperatura de armazenamento

ScreenYu Gyn® Kit 2°Ca8°C
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) 15°Ca3o0°C
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15°Ca30°C
Cervex-Brush® ou Cervex-Brush® Combi 15°Ca30°C
9 |NSTRU§OES DE SEGURANCA
9.1 Informacgoes gerais

Durante o estabelecimento dos métodos modernos de biologia molecular, as instru¢des sequintes
devem ser seguidas rigorosamente de forma a garantir a maxima segurancga para o pessoal do
laboratério e para obter resultados de elevada qualidade:

- Como ha o envolvimento de processos de biologia molecular, tais como o tratamento com
bissulfito, a amplificacdo e a detecdo de ADN, este kit destina-se apenas ao diagnostico in
vitro e s6 deve ser usado por pessoal treinado na pratica laboratorial para o diagndstico in
vitro.

- Antes de usar o produto, leia as instru¢des atentamente. S6 deve considerar a versdo mais
recente.

- Use em cada etapa uma bata adequada, luvas descartaveis e, se necessario, oculos de
protecao.

- Evite o contato direto com as amostras bioldgicas, bem como respingar ou pulverizar as
amostras.

- A tampa aquecida e o bloco de aquecimento do termociclador podem atingir temperaturas
até aos 110°C. Existe o risco de queimaduras. Por favor, tenha atencdo as instrucoes
operacionais do aparelho.

- Lave as maos abundantemente apds manuseamento de amostras e reagentes.

- Nao utilize ScreenYu Gyn® se a embalagem dos reagentes estiver danificada. Contate o seu
distribuidor.

- Nao use o ScreenYu Gyn® Kit apds a data de validade e ndo use reagentes expirados.

- N&o misture reagentes de lotes diferentes e ndo misture reagentes com reagentes de outros
fabricantes.

- Use apenas os materiais fornecidos com o kit ou recomendados pelo fabricante.

- Todo o equipamento de laboratério necessario deve ser instalado, calibrado, manuseado e
mantido de acordo com as instru¢des do fabricante.

- Pipetar pequenos volumes de liquido na gama dos microlitros requer pratica. Certifique-se de
que pipeta os volumes necessarios com as micropipetas da forma mais precisa possivel.
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- Tem de haver conformidade com os requisitos legais aplicaveis para o operador.

- PressupOe-se a adesdo as Boas Praticas de Laboratdrio (BPL) conforme delineado, por
exemplo, pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) ou pela Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD). Especificamente, devem considerar-se as
recomendagdes para a realizagdo de testes de amplificagdo molecular.

- O funcionamento adequado dos aparelhos de PCR s6 é garantido a temperatura ambiente.

9.2 Divisao espacial

Devido a elevada sensibilidade analitica da PCR, deve prestar-se especial aten¢do a manutencao da
pureza dos componentes do kit e amostras.

A PCR multiplica sec¢des da amostra de ADN milhdes a bilides de vezes. Até as quantidades mais
pequenas destes produtos de PCR (ex. também espalhadas como aerossol) podem originar
resultados falsos, se forem transpostas para o mesmo material de amostra, para os reagentes, para
o tratamento com bissulfito ou para os reagentes de PCR deste kit.

Um fluxo de trabalho limpo e bem estruturado é entdo crucial para prevenir resultados incorretos.
Para este fim, é necessario separar as areas do laboratério para pré-PCR e pds-PCR uma da outra.
Equipamentos, consumiveis, batas e luvas independentes devem estar disponiveis em cada area.
Nunca transfira batas, luvas ou equipamento de uma area para a outra. A figura abaixo mostra um
exemplo de um laboratdrio dividido em duas salas independentes. Uma area esta designada apenas
ao tratamento com bissulfito e a preparacdo da PCR, enquanto na outra area se realiza a PCR.

Sala1i Salaz

N

Divisdo espacial
O tratamento das amostras com bissulfito bem como a preparagdo completa da PCR séo realizados na sala 1 (o uso de uma
camara de PCR seria 6timo). Na sala 2 realiza-se a PCR, a detegdo e a andlise.

9.3 Prevencao da contaminagao
- Batas e luvas tém de ser usadas durante todas as etapas.

- As luvas descartaveis devem ser trocadas frequentemente e sempre apods (suspeita de)
contaminagdo com reagentes ou material de amostra.

- Todas as superficies, equipamento e materiais devem ser descontaminados com uma solucao
de limpeza adequada (agentes destruidores de ADN).

- Nao toque no interior dos tubos de reacao nem nas suas tampas.

- Tem de usar-se sempre pontas com filtro adequadas para pipetar (sem DNase, RNase nem
ADN humano) para excluir contaminacdo cruzada via aerossois gerados durante a pipetagem.
As pontas devem ser sempre mudadas entre etapas de pipetagem.

- Eimportante realizar controlos negativos para detetar possivel contaminacgo.
9.4 Instru¢oes para o manuseamento
- Armazene os componentes ndo usados na embalagem original até os usar.

- Todas as etapas de centrifugacao devem ser realizadas a temperatura ambiente.
9



- O fluxo de trabalho pode ser interrompido depois do tratamento com bissulfito. Neste ponto,
as amostras podem ser armazenadas até uma semana entre 2 °C e 8 °C ou até dois meses a
—15°Ca-30°C.

- As ScreenYu Gyn® Strips e ScreenYu Gyn® Caps nao devem ser tocadas sem luvas
descartaveis durante todo o procedimento, caso contrario podem surgir sinais de
fluorescéncia nao especifica.

- As ScreenYu Gyn® Strips e ScreenYu Gyn® Caps estdo destinadas a utilizagdo Unica e nao
devem ser reutilizadas.

- Guarde as ScreenYu Gyn® Strips e ScreenYu Gyn® Caps na sua embalagem original. E
imperativo que guarde as ScreenYu Gyn@ Strips afastadas da luz.

10 ELIMINACAO
O ScreenYu Gyn® Kit e os seus componentes podem ser eliminados sem precaugdes especiais.

Amostras de pacientes e tubos de reacao usados devem ser tratados como material infecioso. Todos
os reagentes tém de ser eliminados de acordo com a regulamentacao legal.

10



11 PROCEDIMENTO SCREENYU GYN®

O capitulo seguinte contém a descricdo detalhada das diferentes etapas desde a amostragem até a
analise dos dados.

11.1 Fluxo de trabalho

No conjunto, ScreenYu Gyn® pode ser processado em menos de 4 horas. O tempo de
manuseamento ativo é de aproximadamente 2 horas. Durante o procedimento ScreenYu Gyn®
inicial, deve contra com 15 minutos para a criagdo de um modelo de PCR.

amostras convertido guardara corrida resultadoda PCR

10 min 70 min 4,0 min 10 min 5 min 65 min 30 min
*IIIIIII’FIII# IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII»H

ConverséodoADN’ L Preparagdoe ‘ [ Corridada PCR }

[ Preparagdo das ‘ LPurifica;ﬁodoADNJ ‘ Abriro modelo e ‘ Exportareanalisaro}

com bissulfito pipetagemda PCR

Legend
m—— Tempo de atividade pratica
mmmmmr® Temposem atividade pratica

Ponto de interrupg¢do opcional

Cronograma do fluxo de trabalho ScreenYu Gyn®

11.2 Amostragem

O kit de amostragem nao faz parte do ScreenYu Gyn® Kit. Frascos de ThinPrep® PreservCyt®
(Hologic, Inc.) e aparelhos de amostragem Cervex-Brush® (Rovers Medical Devices) estdo
disponiveis através do contato com os respetivos fabricantes. A colheita de uma amostra cervical
pelo médico deve ser realizada de acordo com as instru¢des do fabricante e em conformidade com
as orientacOes aceites geralmente para a colheita de uma amostra de esfregaco do colo do Utero [7].

Importante: A cabeca da escova do aparelho de recolha da amostra ndo deve ficar no contentor da
amostra apos a colheita, caso contrario vai afetar o desempenho de ScreenYu Gyn®.

A ThinPrep® PreservCyt® Solution deve ser usada como o meio do esfregaco. O uso de outros
meios de amostragem nao fez parte da valida¢do do ensaio ScreenYu Gyn®.

Garantir a boa qualidade do ADN empregue na amostra é um pré-requisito importante para a
validade do ensaio. Amostragem, tratamento com bissulfito e armazenagem de ADN inadequados
podem levar a resultados falsos negativos.

As amostras cervicais podem ser transportadas até ao laboratoério de teste sem refrigeragdo. As
amostras podem ser guardadas até 1,5 anos a uma temperatura de 2 °Ca 30 °C.
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11.3 Prepara¢ao das amostras
As etapas seguintes devem ser conduzidas na area de prepara¢ao da amostra (Sala 1).

Importante: Se a cabeca da escova da zaragatoa de colheita estiver no frasco de amostragem, tem
de ser primeiro removida e eliminada.

- Vortex todas as amostras de pacientes durante 5 seg. a velocidade maxima e transfira
imediatamente 1 ml do meio para um tubo de reagdo de 1,5 ml.

Atencao: As células vdo estabelecer-se no fundo do frasco muito rapidamente. Ndo devem
passar mais de 10 segundos entre misturar a amostra de paciente e retirar a amostra de 1 ml!

- Centrifugue as amostras durante 5 minutos a 10.000 xg.
- Com cuidado, remova goo pl do sobrenadante acima do pellet sem destruir o pellet.
Atencao: Dependendo da natureza da amostra, o pellet pode ser mais ou menos sélido.
- Ressuspenda o pellet vortexando durante 2 segundos. Adicione 20 pl da amostra
ressuspendida para o tratamento com bissulfito. Elimine os restantes 8o pl.
11.4 Tratamento das amostras com bissulfito
O kit de bissulfito ndo esta incluido no ScreenYu Gyn® Kit. ScreenYu Gyn® foi validado usando o EZ
DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH).
- Entrada: Adicione 20 pl da amostra ressuspendida + 130 pl de Lightning Conversion
Reagent num tubo de rea¢do de o,5 ml.

- Realize o tratamento com bissulfito de acordo com as instru¢des do fabricante do EZ DNA
Methylation-Lightning Kit, com as seguintes modificagdes:

e Descarte o fluxo apos a Ultima etapa de lavagem.

e  Centrifugue a coluna um Collection Tube vazio durante 1 minuto a velocidade maxima
para seca-la completamente.

Atencdo: N3o pule esta etapa, pois residuos de etanol podem comprometer o
desempenho do ensaio ScreenYu Gyn®.

e  Eluaem s pl de M-Elution Buffer durante 30 segundos a 8.000 xg.
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11.5 PCR

Antes de iniciar a PCR, garanta que o protocolo de temperaturas da PCR esta programado no
aparelho Real-Time PCR, de forma a minimizar o tempo entre a preparacdo e o inicio da PCR. Para
estabelecer o programa da PCR no cobas z 480 Analyzer, prossiga como descrito na pagina 14. A
explicagao para PCR no CFXg6 Real-Time PCR Detection System pode ser encontrada a partir da

pagina 19.
11.5.1 Preparacao e pipetagem da PCR

Importante: A preparagao e a pipetagem das rea¢des de PCR ndo deve demorar mais de 60
minutos. Esta etapa decorre na Sala 1 (area pré-PCR).

Por favor, note o esquema de placas descrito nas paginas 15 ou 19, respetivamente. O controlo
positivo (PC) tem de estar posicionado no pogo A1 e o controlo negativo (NTC) no pogo B1.

- Retire a ScreenYu Gyn® Mastermix e o nUmero de ScreenYu Gyn® Strips necessarias do kit
e coloque-as num suporte para 96 pogos.

Atencao: Uma ScreenYu Gyn® Strip é suficiente para oito ensaios PCR. Por favor note que
um controlo positivo e negativo (dgua, NTC) tém de ser executados em cada corrida de PCR.

- Vortexe a ScreenYu Gyn® Mastermix durante 3 segundos a velocidade maxima e centrifugue
o liquido para fora.

- Retire atampas de PCR das ScreenYu Gyn® Strips e elimine-as.
- Adicione 10 pl da ScreenYu Gyn® Mastermix a cada pogo da ScreenYu Gyn® Strip.

- Vortexe o eluato da amostra durante 3 segundos a velocidade maxima e centrifugue
brevemente.

- Adicione 10 pl da amostra ao pogo contendo ScreenYu Gyn® Mastermix.
Importante: Mude de ponta de pipeta entre cada etapa de pipetagem.

Nota: Mantenha o restante dos eluatos da amostra para uma repeti¢ao da PCR do ScreenYu
Gyn®, se necessario.

- Vortexe ScreenYu Gyn® Positive Control durante 3 segundos a velocidade maxima e
centrifugue o liquido para fora.

- Adicione 10 pl de ScreenYu Gyn® Positive Control ao poco A1 e 10 pl de ScreenYu Gyn®
Water ao pogo B1 como controlo negativo.

- Feche cada ScreenYu Gyn® Strip com uma ScreenYu Gyn® Cap ndo utilizada (saco
transparente).

Atencdo: Nao toque no interior das ScreenYu Gyn® Strips e ScreenYu Gyn® Caps.
Certifique-se que a ScreenYu Gyn® Cap esta assente corretamente na ScreenYu Gyn® Strip
apos o fecho. A verificagdo é mais facil por inspecdo visual pela lateral.
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Identificagdo correta: Identificacdo incorreta:

Atencdo:

N3o identifique a parte das tampas
que estd diretamente acima dos
pocos, pois o sinal de PCR é lido
através das tampas e pode levar a
sinais de fluorescéncia incorretos.

Pode usar as abas largas no topo e na
base das tampas para identificagdo.

- Vortexe todas as ScreenYu Gyn® Strips fechadas durante 3 segundos a velocidade maxima e
centrifugue o liquido para fora.
11.5.2 Realizacao da PCR com o cobas z 480 Analyzer

A secgao seguinte delineia como realizar o ScreenYu Gyn® no sistema Real-Time PCR cobas z 480
Analyzer (marcado a azul) e no CFXg6 Real-Time PCR Detection System (marcado a verde).
Contudo, siga sempre as instrucoes do fabricante para a utilizacao de aparelhos de PCR.

A PCR deve ser realizada na Sala 2.

11.5.2.1  Criagao de um modelo de PCR
Se criou e gravou o modelo de PCR anteriormente, pode prosseguir para 11.5.2.2 Inicializagdo da
corrida de PCR.

- Ligue o cobas z 480 Analyzer e o sue computador. No limite de 15 segundos, selecione “User
defined Workflow” no ecrd do computador na BIOS para mudar para um modo de
programacao livre do aparelho.

- Abra o software e registe-se.

- Selecione “Tools” ®J na barra de acao a direita e crie um novo Detection Format. Nomeie-o
ScreenYu Gyn. Selecione a combinagdo de filtros 465 - 510 e 540 - 610 (Excita¢do-Emissdo).
Feche a janela clicando no botao Close.

- Selecione New Experiment para criar um novo modelo.
No separador Run Protocol, defina o Detection Format para ScreenYu Gyn e defina o Reaction
Volume para 20 pl. Programe o protocolo de temperaturas de acordo com a tabela abaixo.

-
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Protocolo de temperaturas de PCR para o cobas z 480 Analyzer

Programm Number Analysis Target Acquisition Hold Ramp
Name of cycles Mode Mode (hh:mm:ss) rate (°C/s)
Initialization 1 x None 94°C  None 00:01:00 YA

94°C  None 00:00:15 YA
Amplification 42 x Quantification

61°C  Single 00:00:30 2.2
Cooling 1X None 37°C None 00:01:00 2.2

- Guarde o modelo de corrida com o nome ScreenYu Gyn selecionando Apply Template - Save
as Template e guardando o modelo na localizagdo desejada.

11.5.2.2 Inicializag¢do da corrida de PCR

Se guardou o modelo de PCR anteriormente, pode agora aceder a ele clicando em New Experiment
from Template—> ScreenYu Gyn. Verifique que esta definido o protocolo de temperaturas correto.

- Dependendo do esquema de placa, selecione um Subset Template em Subset Editor. Para
fazer isto, pressione o botao "+”, selecione todos os pocos ocupados no esquema e confirme o
modelo com o botao Apply. Este Subset Template pode ser guardado na localizagdo desejada
através de Apply Template - Save as Template.

- Selecione um esquema de placa adequado: 9
S
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 a
A PC N
N
B | NTC =2
C 1 o e e & o & o e e o e >
p— f— f— — p - — P p - p— p— p—
= = ) 4o o 4o o Jram) pram) Jram) pram) S
D 2 wn [Vp] [Vp} [9p] (Vp] [9p] (Vp] [Vp}) wn [Vp} wn Q
() () (V] [J] (V] [J] (V] (V] (U] (V] (U] =
[9) [9) [9) (e (9} (e (o} o) 9 o) 9 k
E 3 c c c c c c c c c c c N
(] (] (] © © © © (] (] (] (]
© © © © © © © © © © © ©
F 4 m m m m m m m m m m m =
G| 5
H 6

Exemplo de um esquema de placa para 6 amostras de pacientes (1 - 6)
Andlise de uma placa preenchida de forma incompleta é realizada através de um subset definido em Subset Editor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PC 7 15 23 31 39
B NTC 8 16 24 32 40
C 1 9 17 25 33 41 g g 2| & a | o
D 2 10 18 26 34 42 % % ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
E 3 11 19 27 35 43 s £ £ g : g
F 4 12 20 28 36 L4 Z? ;? E E E ;?
G 5 13 21 29 37 45
H 6 14 22 30 38 46

Exemplo de um esquema de placa para 46 amostras de pacientes (1 — 46)
Andlise de uma placa preenchida de forma incompleta é realizada através de um subset definido em Subset Editor.

Importante: O esquema da placa ndo é variavel. O controlo positivo (PC) tem de estar posicionado
no pogo A1 e o controlo negativo (NTC) no pogo B1.

As posicoes vazias devem ser preenchidas com tiras vazias (Balance Strips) para balanceamento,
conforme indicado no capitulo 7.
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- Defina a identificagdo das amostras em Sample Editor selecionando um modelo de subset
definido em Step 2: Select Samples = Subset e inserindo Sample Name em Step 3: Edit
Properties. Este modelo de amostra pode ser guardado na localizagdo desejada através de
Apply Template = Save as Template.

- Coloque as tiras verticalmente no aparelho de PCR na ordem indicada.
Importante: Utilize o adaptador para tiras PCR (Roche Diagnostics GmbH).

- Guarde a corrida de PCR com um nome Unico na pasta desejada pressionando o botdo “floppy
disk” (a direita na barra de a¢do) e inicie a corrida de PCR clicando no botao Start Run no
separador Run Protocol (Experiment Editor).

11.5.2.3  Exportacao dos dados

Se estiver a analisar a série de PCR diretamente no computador do cobas z 480 Analyzer, por favor
siga para 11.5.2.4 Andlise dos dados da PCR.

- Depois de completar a série da PCR (Run complete), exporte a corrida de PCR via “Export”

e guarde o ficheiro na localizacdo desejada.

11.5.2.4 Analise dos dados da PCR

Seguidamente descreve-se a analise dos dados exportados. Estas instru¢des foram criadas usando o
programa de folha de calculo Microsoft Excel. Também é possivel utilizar outros programas
adequados.

- Se exportou a corrida de PCR, inicie o software LightCycler® 480 noutro computador e/ou
importe a corrida de PCR. Caso contrario, efetue a analise no computador do cobas z 480
Analyzer.

- Em Analysis, selecione o algoritmo de analise Abs Quant/Fit Points e o subset especificado, se
necessario.

- No separador Cycle Range, defina os seguintes parametros: First Cycle 1, Last Cycle 42 e
Background para 5 a 20, definindo Min Offset como 4 e Max Offset como 19.

- No separador Noise Band, verifique que STD Multiplier esta definido para 12 e Noise Band é
calculado automaticamente.

- Devido a detecao de dois corantes fluorescentes diferentes, a analise dos dados de PCR é
realizada separadamente para cada marcador. O canal de detegdo respetivo é selecionado
pelo botao Filter Comb:

Combinagdo de filtros e definicdes de valor-limite para o cobas z 480 Analyzer

Marcador Canal de detecao Sonda Threshold ‘
ACTB 465— 510 FAM 1,2
ZNF671 540 —610 ROX 0,5

- No separador Analysis, verifique que o nUmero de Fit Points esta definido para 2.

- Selecione, para ACTB, o Filter Comb 465 - 510 e defina o Threshold como 1,2 e pressione o
botao Calculate para realizar a analise. Exporte a tabela de dados como ficheiro .txt clicando
no botdo direito do rato em Export Table em Samples e guarde numa localizacdo adequada
com um nome Unico.

- Em sequida, para ZNF671, selecione o Filter Comb 540 - 610 e defina o Threshold para ZNF671
como 0,5 e pressione o botdo Calculate para realizar a analise. Exporte a tabela de dados
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como ficheiro .txt clicando no botdo direito do rato em Export Table em Samples e guarde
numa localizagdo adequada com um nome Unico.

Atencdo: Analise sempre os dois marcadores um a seguir ao outro conforme descrito, pois o
programa aplica sempre a todos os filtros valores-limite definidos manualmente.

- Abra um programa de folha de calculo como Microsoft Excel e copie para o seu interior todos
os dados de ambos os ficheiros .txt, ambos para o marcador ZNF671 (Selected Filter: 540-610)
e para o marcador ACTB (Selected Filter: 465-510).

- Formate os dados de forma a que os resultados das amostras diferentes sao apresentados
abaixo uns dos outros e os marcadores ZNF671 e ACTB sdo apresentados lado a lado.

Pos Name Cp znFe7n Cp acte ACP znr671-AcTB
A1 PC 31,98 32,12
Ba NTC
Ca Amostrai1 36,22
D1 Amostra 2 36,39 30,22 6,17
E1 Amostra 3 31,50
F1 Amostra 4 31,27
G1 Amostra 5 31,61 30,32 1,29
Ha Amostra 6 31,21
P . . )
Verificagcdo da validade da corrida de PCR S
A corrida de PCR é valida de os controlos positivo e negativo corresponderem aos seguintes a
critérios: N
: N
S
Critérios de validade para os controlos ScreenYu Gyn® >
S
Marcador Valor Cp para Valor Cp para _ 3
controlo positivo  controlo negativo \'ﬁ\
ZNF671 >20; <38 nenhum valor L
ACTB >20; <38 nenhum valor

Verificagdo da validade das amostras

O resultado de uma amostra de paciente é valido se o marcador ACTB corresponder ao seguinte
critério:

Critério de validade para a amostra de paciente

Marcador Valor Cp para

amostra de paciente
ACTB >20;<32

Analise do Ensaio ScreenYu Gyn®
Se o marcador de metilagdo ZNF671

- Nao obtiver um valor Cp, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado
negativo.

- Resultar num valor Cp > 0; < 20, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado
invalido.
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- Resultar num valor Cp = 20; < 42, a ACp é calculada de acordo com a equagdo seguinte:

Calculo de ACp

ACp = Cpznrez: - Cpacts

Se ACp =< 9.00, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado positivo.

Se ACp > 9.00, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado negativo.

Um resultado ScreenYu Gyn® positivo estd associado com a presenca de neoplasia cervical
intraepitelial ou carcinoma cervical. ScreenYu Gyn® nao deve ser considerado como a decisdo
terapéutica final e deve ser analisado em conjungdo com outras observagées médicas.
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11.5.3 Realizagao da PCR com o CFX96 Real-Time PCR Detection System
11.5.3.1  Criagao de um modelo de PCR

- Ligue o aparelho de PCR.

- Programe o protocolo de temperaturas de PCR conforme descrito na tabela abaixo
selecionando e editando as etapas de temperatura e tempos.

Protocolo de temperaturas de PCR™" no CFX96 Real-Time PCR Detection System

Programme Name  Step Number of Temperature Time (m:ss)
cycles
Initialization 1 1x 94 °C 1:00
2 94 °C 0:15
Amplification 3" 42X 61°C 0:30
4 GOTOEtapa2 41x
Cooling 5 1X 30°C 1:00
O sinal de fluorescéncia é detetado via "Plate Read” durante a Etapa 3, o que é simbolizado pelo simbolo de uma
camara.
* No CFX96 Real-Time PCR Detection System, a ramp €, por defeito, 5 °C/seg. Esta defini¢do foi usada para validar este
teste IVD.

- Defina o volume de reagdo para 20 pl e a temperatura do aquecedor da tampa para 105 °C.

- Guarde o modelo de PCR usando o nome ScreenYu Gyn.

11.5.3.2 Inicializagdo da corrida de PCR

Se guardou o modelo de PCR anteriormente, pode agora aceder a ele. Verifique que esta definido o
protocolo de temperaturas correto.

- Coloque as ScreenYu Gyn® Strips no aparelho de PCR inserindo-as verticalmente nos pogos
pequenos do bloco de aquecimento. Selecione um esquema de placa adequado.
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Exemplo de esquema de placa para 6 amostras de pacientes (1 - 6)
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NTC 8 16 24 32 40
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Exemplo de esquema de placa para 46 amostras de pacientes (1 - 46)

Importante: O esquema de placa nao é variavel. O controlo positivo (PC) tem de ser colocado no
poco A1 e o controlo negativo (NTC) no pogo B1.

As posicdes vazias devem ser preenchidas com tiras vazias (Balance Strips) para balanceamento,
conforme indicado no capitulo 7.

11.5.3.

Nomeie a corrida usando um nome de ficheiro apropriado. Verifique que esta selecionado All
Channels antes de iniciar a corrida.

3 Exportacao dos dados
Apds completar a PCR, exporte a corrida de PCR (ficheiro .pcrd).

11.5.3.4 Analise dos dados de PCR

Seguidamente descreve-se a analise dos dados exportados.

Num computador, abra BioRad CFX Software e defina primeiro Plate Type: BR White em User
—> User Preferences = Plate para indicar que plastico branco é usado.

Importe o ficheiro .pcrd.

Defina o esquema de placa em Plate Setup > View/Edit Plate. Clique no botdo Select
Fluorophores para selecionar os corantes usados FAM e ROX. Pode selecionar os marcadores
correspondentes ACTB (FAM) e ZNF671 (ROX) em Target Names. Insira 0 nome em Sample
Names.

As posicdes desocupadas sao marcadas e podem ser excluidas da analise selecionando
Exclude Wells in Analysis.

Confirme o esquema de placa com OK.

Defina as definicdes de analise em Settings. Os parametros em Baseline Threshold tém de ser
definidos separadamente para cada fluoréforo. Para este fim, os marcadores podem ser
desselecionados ou selecionados no separador Quantification.
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Definicdes de andlise com o CFX96 Real-Time Detection System

Parameter Settings

Cq Determination Mode Single Threshold

Baseline Subtracted Curve Fit

Baseline Setting
Apply Fluorescence Drift Correction

Analysis Mode Target

Cycles to Analyze 1-42

Baseline Cycles
- User Defined: Begin: 5; End: 20

Single Threshold
- User Defined: 200

Baseline Threshold

- Selecione todas as amostras e exporte os dados para ambos os marcadores ao mesmo tempo
para um ficheiro .xIsx numa localizagdo apropriada sob um nome Unico clicando com o botdo
direito do rato em Export to Excel.

- Formate os dados de modo a que os resultados das amostras diferentes sejam apresentados
uns abaixo dos outros e os marcadores ZNF671 e ACTB sejam apresentados lado a lado.

Pos Name Cq znrez Cq acts ACqznrea-AcTB
A1 PC 30,32 30,33

B1 NTC

Ca Amostrai 34,16

D1 Amostra 2 35,74 29,24 6,50

Ex Amostra3 29,60

Fa Amostra 4 29,47

Ga Amostra g 30,61 28,48 2,13

Ha Amostra 6 28,72

Verificagcdo da validade da corrida de PCR
A corrida de PCR é valida de os controlos positivo e negativo corresponderem aos seguintes
critérios:

Critérios de validade para os controlos ScreenYu Gyn®

Marcador Valor Cq para Valor Cq para
controlo positivo controlo negativo

ZNF671 >20; <38 nenhum valor

ACTB >20; <38 nenhum valor

Verificacdo da validade das amostras

O resultado de uma amostra de paciente é valido se o marcador ACTB corresponder ao seguinte
critério:

Critério de validade para a amostra de paciente

Marcador Valor Cq para

amostra de paciente
ACTB >20;<32
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Analise do Ensaio ScreenYu Gyn®

Se o marcador de metilagao ZNF671

- Na&ao obtiver um valor Cq, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado
negativo.

- Resultar num valor Cq > 0; < 20, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado
invalido.

- Resultar num valor Cq = 20; < 42, a ACp é calculada de acordo com a equagdo seguinte:

Calculo de ACq

ACq = Cqznreza - Cgacts

Se ACq = 10.00, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado positivo.

Se ACq > 10.00, o resultado ScreenYu Gyn® para esta amostra é considerado negativo.

Um resultado ScreenYu Gyn® positivo esta associado com a presenca de neoplasia cervical
intraepitelial ou carcinoma cervical. ScreenYu Gyn® ndo deve ser considerado como a decisao
terapéutica final e deve ser analisado em conjuncdo com outras observagoes médicas.
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12 DESEMPENHO DE SCREENYU GYN®

Apresentam-se os dados de desempenho do CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System. No
caso de desvios dos dados obtidos com o cobas z 480 Analyzer, estes aparecem listados
separadamente. Se os dados do cobas z 480 Analyzer ndo forem apresentados explicitamente,
entdo correspondem aos dados apresentados para o CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection
System.

12.1 Desempenho analitico

12.1.1 Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica do ensaio de PCR foi determinada usando amostras de ADN gendmico
humano metilado e bissulfito-convertido. Os limites de detecdo correspondentes estdo resumidos
na tabela seguinte. As séries de diluicdo foram testadas numa determinacdo de fator 9. Em média,
120 — 180 ng de ADN de um esfregago foram usados por ensaio.

Sensibilidade Analitica — Parte 1

ADN NUmero aproximado ZNF672  ACTB
usado de células no ensaio” Cq =42 Cqsg42
0,2ng 30 células 9/9 9/9
0,1ng 15 células 9/9 9/9
0,05 Nng 7,5 células 9/9 9/9
0,02 ng 3 células 9/9 9/9
0,01 ng 1,5 células 9/9 719
0,005 ng <1célula 5/9 3/9

Uma célula cont+em aprox. 6 —7 pg ADN gendmico

O limite de detecdo geral para os dois marcadores no CFXg96 Touch Real-Time PCR Detection
System é um total de 3 células (0,02 ng) de amostra total.

No cobas z 480 Analyzer o limite de detecdo para os dois marcadores é um total de 7,5 células
(0,05 ng) de amostra total.

Os limites de quantificagdo do ensaio ScreenYu Gyn® correspondem aos limites de detecdo,
resultando numa linearidade com R?=0.99 para ambos os marcadores dentro dos limites de
quantificagao.
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Adicionalmente, testou-se uma mistura de ADN gendmico humano metilado bissulfito-convertido e
ADN gendmico humano nao metilado. Em cada caso, usaram-se 20 ng ADN ou 100 ng ADN por
ensaio. As séries de diluicdo foram testadas em triplicado numa determinacdo de fator g.

Sensibilidade Analitica — Parte 2

Propor¢cao de ADN metilado  ADN total ScreenYu Gyn®
positivo
10 % 20ng 3/3
1% 20ng 9/9
0,1% 20ng 9/9
0,01 % 20ng 419
0% 20ng o/9
10% 100 ng 3/3
1% 100 ng 9/9
0,1% 100 Ng 9/9
0,01 % 100 ng 1/9
0% 100 ng o/9

O limite de detecdo para o resultado positivo para o marcador ZNF671 é de 0,12 % ADN metilado
para uma amostra contendo um total de 20 ng ADN ou 100 ng ADN por ensaio.

12.1.2 Especificidade analitica — detecdo de ADN nao metilado

A especificidade analitica do ensaio de PCR foi determinada usando fragmentos de PCR ndo
metilados de 10 — 12 kb representando o genoma humano. Realizou-se uma determinacdo de fator
5. Os resultados estdo apresentados na tabela abaixo. As amostras foram classificadas como validas
através do marcador ACTB. Até uma concentracdo de 1.000ng de ADN ndo metilado bissulfito
convertido (biADN) ndo se obteve nenhum resultado ScreenYu Gyn®@ falso positivo.

Especificidade analitica do ensaio de PCR

ADN usado ZNF671 ACTB
Cq=s42 Cq=s42
100 ng biADN nao metilado o/s5 5/5
250 ng biADN nao metilado o/s5 5/5
500 ng biADN nao metilado o/s5 5/5
1.000 ng biADN ndo metilado o/5 5/5
1.000 ng ADN gendmico ols ols
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12.2 Precisao
12.2.1 Repetibilidade

Duas amostras de pacientes bissulfito-convertidas foram testadas em dez corridas independentes
com o ensaio ScreenYu Gyn® (4 réplicas cada). Em cada uma das 40 determinagdes, a amostra Pap |
teve um resultado ScreenYu Gyn® negativo e a amostra CIN3 teve um resultado ScreenYu Gyn®
positivo. Logo, as amostras demonstram 100% repetibilidade.

12.2.2 Reprodutibilidade

Em cinco centros, 20 amostras de pacientes foram testadas com ScreenYu Gyn®. Em cada caso
realizaram-se uma nova preparagdo da amostra e tratamento com bissulfito por pessoas diferentes,
usando aparelhos de qPCR diferentes (cobas z 480 Analyzer, LightCycler® 480 I, CFXg6 Touch Real-
Time PCR Detection System). 18 de 20 amostras de pacientes mostraram ser consistentes. Isto
representa uma reproducibilidade de 90%.

12.3 Veracidade

A veracidade do ensaio SreenYu Gyn@ foi verificada por sequenciacdo Sanger utilizando 15 amostras
de pacientes. As amostras de pacientes testadas negativamente ndo apresentavam citosinas
metiladas na regido gendmica respetiva. As amostras de pacientes testadas positivamente
mostraram a regido genomica correta de ZNF671 com um elevado grau de metilagdo dentro da
sequéncia.

12.4 Exatidao

Apresenta-se a exatiddo como a soma da precisao e da veracidade do ensaio ScreenYu Gyn®.

12.5 Robustez

Nenhuma interferéncia foi observada em amostras de esfregago fortificadas com células SiHa
quando se concentragdes incrementais das sequintes substancias foram adicionadas a amostra:

e atéo,5 % solucdo de Lugol

e atétoo,5% acido acético

12.6 Limiar de resposta (cut-off)

O limiar de resposta 6timo foi determinada usando o chamado Youden’s Index. Os critérios
seguintes tém de ser verificados para um resultado ScreenYu Gyn® positivo:

CFX9g6 Touch Real-Time PCR Detection System

ACQznres-acTe < 210 2 ScreenYu Gyn® resultado positivo
ACqznres-acTe > 10 = ScreenYu Gyn® resultado negativo

Cobas z 4,80 Analyzer

ACpznrera-acte < 9 = ScreenYu Gyn@ resultado positivo
ACpznrss-acte > 9 = ScreenYu Gyn®@ resultado negativo

25



12.7 Avaliacao do desempenho clinico
As amostras de pacientes usadas foram obtidas de clinicas europeias (Alemanha, Portugal).

O tratamento com bissulfito das amostras de pacientes com o EZ DNA Methylation-Lightning Kit foi
realizado com uma velocidade de centrifugacdo de 18.000 xg e um tempo de dessulfonagdo de 20
minutos.

Para a avaliagdo do desempenho clinico de ScreenYu Gyn®, 616 amostras de pacientes foram
observadas com a seguinte distribui¢do da prevaléncia de observac¢des: Pap | (n =380; 61,7 %), CIN 1
(n=47; 7,6 %), CIN 2 (n =50; 8,12 %), CIN 3 (n=132; 21.4 %), carcinoma cervical (n=7; 1,1%). A taxa
de amostras invalidas foi de 1,3 % (n = 8).

Baseado da linha de corte estabelecida, calcularam-se a sensibilidade e a especificidade.

Avaliagdo do desempenho clinico de ScreenYu Gyn®

Observagdes de acordo Detecao Clg5%
com a citologia/histologia
Pap I (n=375) 9,33% 6,6 % -12,7%
CIN1(n=46) 23,91 % 12,6 %-38,8%
CIN 2 (n=48) 35,42 % 22,2%-50,5%
CIN3(n=132) 62,88 % 54,0%-71,1%
xCa(n=7) 100,00 % 59,0 % - 100 %
Dados de desempenho Valor Clo5 %
clinico CIN 3+ /Pap |
Sensibilidade 64,75 % 56,2 %-72,7%
Especificidade 90,67 % 87,3%-93,4%
Valor preditivo positivo 72,00 % 63,3%-79,7%
Valor preditivo negativo 87,40 % 83,7% - 90,5 %
Raz'af) de verossimilhanca 6,96 )
positiva
Razdo de verossimilhanga
neqati 0,39 -

gativa

Cl = intervalo de confian¢a
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LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

A interpretacdo dos resultados ScreenYu Gyn® deve ser sempre efetuada em conjunto com
outros procedimentos laboratoriais de diagndstico, bem como considerando o panorama
clinico.

Tem de aderir-se as especificagdes de acordo com as instrug¢des, como p.ex., volumes de
pipetagem, tempos de incubacdo, temperaturas e etapas de preparacao para evitar
resultados erréneos.

Amostragem e armazenamento adequados sdo criticos para os resultados do teste.

Por principio, ndo se pode excluir de um procedimento de teste de biologia molecular
sequéncias variantes muito raras que possam influenciar o resultado do teste, e que ainda ndo
tenham sido cobertas pelas fontes consultadas para a analise de especificidade e sensibilidade
de primers e sondas.

O desempenho instrumental ndo-especifico, bem como desvios ao procedimento do teste, as
condicdes especificadas de armazenamento, materiais, equipamento ou material de
amostragem recomendado poderdo resultar em resultados diferentes de quando todas as
especificagdes sdo cumpridas.

Os controlos internos e externos fornecidos sdo auxiliares para a dete¢do de falhas. No
entanto, ndo podem detetar todas as falhas possiveis. E da responsabilidade do utilizador
validar quaisquer modificagoes feitas ou, se necessario, os equipamentos usados e garantir
conformidade com as especificagdes do aparelho.
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RESPONSABILIDADE

O ScreenYu Gyn@ Kit sé pode ser usado de acordo a finalidade prevista. Epitype GmbH ndo assume
responsabilidade para qualquer outro uso (i.e., ndo conformidade com as instru¢des de utilizagdo e
uso indevido) e qualquer dano resultante.
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16 QUESTOES E PROBLEMAS
No caso de questdes ou problemas com o produto, por favor contate o seu representante na
Epitype GmbH.

Pode contatar o apoio técnico da Epitype GmbH de segunda a sexta entre as 8h e as 16h, através do
numero: +49 (0) 3641 5548500

Fora do horario de expediente, envie e-mail para: support@epitype.de

Epitype GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 Dresden, Deutschland (Alemanha)
Diretores executivos: Dr. Alfred Hansel, Dra. Martina Schmitz, Dr. Timm Zérgiebel

17 NOTAS ADICIONAIS

- Aviso regulamentar aos clientes da Unido Europeia: por favor observe a sua obrigacao de
reportar as entidades competentes e a Epitype GmbH quaisquer incidentes graves que
tenham ocorrido em relagdo ao produto.

- A versdo atual da ficha de dados de seguranca esta disponivel em Download Centre no
website (https://www.epitype.de/downloadcenter/) ou pode ser solicitada por e-mail para

support@epitype.de.

18 SIGNIFICADO DOS SiIMBOLOS
Simbolo Significado Simbolo  Significado
Mastermix Temperatura de armazenamento
. Se fechado, pode ser usado até
S Tiras de PCR (AAAA-MM-DD)
Tampas Conteudo suficiente para <n> testes
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Diagndstico in vitro Proteger da radiacao solar
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19 LISTA DE ALTERACOES

Versao anterior Alteracoes
(Data de publicacao)
8 (2025-09) Corregao de erros de traducdo:

- Correcgdo dos titulos dos capitulos
e 12.3 Exatiddo - Veracidade
e 12.4 Precisdo - Exatiddo
e 12.6 Linha de corte = Limiar de resposta (cut-off)
- Correcdo das frases no capitulo 12.3:
e Averacidade do ensaio SreenYu Gyn® foi verificada por
sequenciacdo Sanger utilizando 15 amostras de pacientes.
- Correcdo das frases no capitulo 12.4:
e Apresenta-se a exatiddo como a soma da precisdo e da
veracidade do ensaio ScreenYu Gyn®.
- Correcgdo das frases no capitulo 12.6:
e O limiar de resposta 6timo foi determinada usando o
chamado Youden'’s Index.

Otimizacao do rodapé no protocolo resumido, referéncia a versdo das
instrugoes de utilizagao

20 PROTOCOLO RESUMIDO

Abaixo encontrard um modelo para um guia rapido sob a forma de checklist.

Antes de usar o Protocolo Resumido, leia atentamente as instru¢des de utilizacao descritas em
detalhe no Capitulo 11, incluindo todas as notas.

O kit de bissulfito ndo estd incluido no ScreenYu Gyn® Kit. O tratamento das amostras com
bissulfito deve ser realizado usando EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) (ver Capitulo 7 para
informacao de referéncia).
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Preparacao das amostras

[] Agite as amostras de pacientes durante 5 segundos a velocidade maxima e transfira 1 ml para
um tubo de reacao de 1,5 ml

[] Centrifugue as amostras durante 5 minutos a 10.000 xg

[ ] Retire e elimine goo ul do sobrenadante acima do pellet

Tratamento das amostras com bissulfito

[ ] Prepare o EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) de acordo com
as instrugoes do fabricante

[] Resuspenda o pellet

[ ] Prepareareagdo num tubo de reacdo de o,5 ml, agite e centrifugue

Reagdio para a conversdo com bissulfito

Componente Por reagao

Lightning Conversion Reagent 130 pl

Amostra ressuspendida 20 pl

Volume total 150

[] Realize o tratamento com bissulfito conforme as instru¢des do fabricante do EZ DNA
Methylation-Lightning Kit e siga os passos adicionais:

[ ] Descarte o eluato apds a Ultima etapa de lavagem

[] Centrifugue a coluna no Collection Tube vazio durante 1 minuto a velocidade maxima ara
seca-la completamente

[ ] Transfira a coluna para um tubo de reacdo de 1,5 ml

[ ] Pipete 15 ul de M-Elution Buffer para a coluna e centrifugue a 8.000 xg durante 30 segundos

Preparacao e pipetagem da PCR

Centrifugue a amostra

Agite e centrifugue a ScreenYu Gyn® Mastermix

Retire a tampas de PCR das ScreenYu Gyn® Strips e elimine-as
Pipete 10 pl de ScreenYu Gyn® Mastermix por poco

Pipete 10 pl da amostra, de ScreenYu Gyn® Positive Control (para o po¢o A1) ou de ScreenYu
Gyn® Water (para o pogo B1)

Feche cada ScreenYu Gyn® Strips com uma ScreenYu Gyn® Caps nao utilizada (saco
transparente)

O 0O Obogod

Agite e centrifugue as ScreenYu Gyn® Strips

-1 -
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Realizagao da PCR
[] Ligue oaparelho de PCR, abra o software se necessario e selecione o modelo ScreenYu Gyn

[] Nomeie cada corrida de PCR individualmente, edite o esquema de placa, verifique o protocolo
de temperaturas

Protocolo de temperaturas de PCR

Programme Number Temperature Time

Name of cycles (m:ss)

Initialization  1x 94 °C 1:00
94 °C 0:15

Amplification 42 x
61°C 0:30

37 °C(cobas z 480 Analyzer)
Cooling 1X 1:00
30 °C (CFXg6 Real-Time PCR Detection System)

[] Coloque as ScreenYu Gyn® Strips no aparelho e inicie a corrida de PCR

Analise e interpretacao dos dados da PCR
[ ] Abraoficheiro exportado e funda os dados num programa de folha de calculo apropriado

[ ] Formate os dados de modo a que os resultados de amostras diferentes sejam apresentados
uns abaixo dos outros e os marcadores ZNF671 e ACTB sejam apresentados lado a lado

[] Verifique os resultados dos controlos positivo e negativo para ambos os marcadores
[ ] Analise os resultados das amostras colhidas

Uma amostra é considerada positivo para o ensaio ScreenYu Gyn® se cumprir com os seguintes
critérios:

Critérios de validade e positividade

Equipamento de PCR Marcador Valor Ct ACt znre71- AcTB

ACTB 220,532 -

cobas z 480 Analyzer
ZNF671 220,542 < 9,00

CFXg6 Real-Time PCR ACTB 220, <32 -
Detection System ZNF671 > 20, < 42 < 10,00

Um resultado ScreenYu Gyn® positivo esta associado a presenca de neoplasia cervical intraepitelial
ou carcinoma cervical. ScreenYu Gyn® nao deve ser considerado como a decisdo terapéutica final e
deve ser analisado em conjun¢do com outras observagdes médicas.

- 2 -
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