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Informacién general Aptima”

Informacion general

Uso indicado

El Aptima HPV Assay (Ensayo Aptima HPV) es una prueba de amplificacion de diana por
sonda de acidos nucleicos para la deteccion cualitativa in vitro del RNA mensajero (mMRNA)
virico E6/E7 procedente de los 14 tipos del virus del papiloma humano (HPV) de alto riesgo
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68). El Aptima HPV Assay no discrimina entre los
14 tipos de alto riesgo.

» El Aptima HPV Assay esta indicado para su uso en la deteccion de pacientes con
resultado de ASC-US (células escamosas atipicas de significado incierto) para la
citologia con el fin de determinar la necesidad de derivacion a colposcopia. Los
resultados de esta prueba no tienen como finalidad evitar que las mujeres procedan con
la colposcopia.

» El Aptima HPV Assay se puede utilizar con la citologia cervical para realizar una
deteccion complementaria (Cotest) para evaluar la presencia o ausencia de tipos de
HPV de alto riesgo. Esta informacion, junto con la evaluacion del médico de los
antecedentes citologicos, otros factores de riesgo y directrices profesionales, se puede
usar como guia en la gestion de los pacientes.

» El Aptima HPV Assay se puede utilizar como Test de primera linea en cribado primario,
con o sin citologia cervical, para identificar a mujeres con un mayor riesgo de desarrollar
cancer cervical o la presencia de enfermedad de alto riesgo. Esta informacién, junto con
la evaluacién del médico del historial citoldgico de la paciente, otros factores de riesgo u
directrices profesionales, se puede usar como guia en la gestion de los pacientes.

Con el Aptima HPV Assay se pueden analizar muestras cervicales recogidas en viales para
citologia ThinPrep™ con solucién PreservCyt", tanto antes como después de procesar la
citologia, asi como muestras cervicales recogidas con el kit de toma de muestra y transporte
Aptima de muestras de citologia Aptima. El ensayo puede utilizarse para analizar estos tipos
de muestras tanto con el sistema DTS, el sistema Tigris o el sistema Panther. Las muestras
cervicales recogidas en soluciéon conservante SurePath pueden analizarse con el Aptima
HPV Assay en el sistema Tigris y en el sistema Panther.

Resumen y explicacion de la prueba

El cancer de cuello uterino es uno de los mas frecuentes en mujeres de todo el mundo.
EI HPV es el agente etioldgico responsable de mas del 99 % de todos los canceres
cervicouterinos."2® El HPV es un virus DNA de transmisién sexual comuin, con mas

de 100 genotipos.*

El genoma virico del HPV es un DNA bicatenario circular de aproximadamente 7900 pares
de bases de longitud. El genoma tiene ocho marcos de lectura abiertos que se superponen.
Existen seis genes precoces (E), dos genes tardios (L) y una larga regién de control que no
se traduce. Los genes L1y L2 codifican para las proteinas principal y secundaria de la capside.
Los genes precoces regulan la replicacion virica del HPV. Los genes E6 y E7 de los genotipos
de alto riesgo del HPV son oncogenes conocidos. Las proteinas que se expresan a partir del
mMRNA policistrénico E6/E7 alteran las funciones de las proteinas del retinoblastoma y p53
celular, ocasionando la interrupcion de los puntos de comprobacion del ciclo celular y la
inestabilidad del genoma celular.>®

Hay 14 genotipos de HPV que se consideran patégenos o de alto riesgo de enfermedad
cervicouterina.” Numerosos estudios han vinculado los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 con la progresién de la enfermedad.>*®Las pacientes con una
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infeccidn persistente con uno de estos tipos tienen un mayor riesgo de desarrollar una
displasia grave o un carcinoma de cuello uterino.”?®

Las infecciones por HPV son muy frecuentes y la mayoria de las mujeres las eliminan en un
plazo de 6 a 12 meses.*" La presencia de acidos nucleicos del HPV no significa que exista
displasia o cancer de cuello uterino. No obstante, un enfoque eficaz para la deteccién de la
enfermedad de cuello uterino es centrarse en los elementos oncogénicos del HPV que
ocasionan infecciones viricas persistentes y transformacién celular.®

Rendimiento clinico del Aptima HPV Assay en la detecciéon primaria del cancer cervical

El rendimiento clinico del Aptima HPV Assay utilizado en el cribado primario ha sido
investigado en multiples estudios por parte de investigadores independientes. Trece
publicaciones™ ' ' 116171819, 0. 21. 2. 23 rayisgdas por expertos en diez estudios clinicos
individuales demuestran el rendimiento del Aptima HPV en la cribado primario en mujeres
inscritas en nueve paises (China, Canada, Francia, México, Inglaterra, Dinamarca, Paises
Bajos, Estados Unidos y Alemania). Los datos de estos estudios muestran que el Aptima
HPV tiene un rendimiento clinico similar comparado con otras pruebas clinicamente
validadas de HPV cuando se usan para el cribado primario del precancer y el cancer cervical.

Principios del procedimiento

El Aptima HPV Assay consta de tres pasos principales, que tienen lugar en un solo tubo:
captura de diana; amplificacion mediada por transcripcion (Transcription-Mediated
Amplification, TMA) de la diana;* y deteccion de los productos de la amplificacién (amplicones)
mediante el ensayo de proteccion de la hibridacion (Hybridization Protection Assay, HPA).%
El ensayo incorpora un control interno (Cl) para supervisar la captura, la amplificacion y la
deteccion del acido nucleico, asi como los errores del usuario o del instrumento.

Las muestras se recogen o se transfieren a un tubo que contiene medio de transporte de
muestras (specimen transport media, STM), una solucién que lisa las células, libera el mMRNA
y lo protege de la degradacion durante la conservacion. Al realizar el Aptima HPV Assay,

el mRNA diana se aisla de la muestra utilizando oligdémeros de captura unidos a microparticulas
magnéticas. Los oligobmeros de captura contienen secuencias complementarias de regiones
especificas de las moléculas diana de mRNA del HPV, asi como una cadena de residuos de
desoxiadenosina. Durante el Paso de hibridacién, las regiones especificas de la secuencia
de los oligdmeros de captura se unen a regiones especificas de la molécula diana de mRNA
del HPV. A continuacién, el complejo oligbmero de captura:diana es capturado separandolo
de la solucién mediante la disminucién de la temperatura de reaccion hasta la temperatura
ambiente. Esta reduccion de temperatura permite la hibridacion entre la region desoxiadenosina
del oligdmero de captura y las moléculas de polidesoxitimidina unidas covalentemente a
las particulas magnéticas. Las microparticulas, con las moléculas diana de mRNA del HPV
capturadas y unidas a ellas, son atraidas hacia las paredes del tubo de reaccion mediante
imanes y se aspira el sobrenadante. Las particulas se lavan para eliminar la matriz de
muestra residual, que puede contener inhibidores de la amplificacion.

Una vez finalizado el proceso captura de diana, el mRNA de HPV se amplifica mediante
TMA, un método de amplificacién de acidos nucleicos basado en la transcripcion que utiliza
dos enzimas, la transcriptasa inversa del MMLV y la RNA polimerasa T7. La transcriptasa
inversa se utiliza para generar una copia de DNA de la secuencia de mRNA diana que
contiene la secuencia promotora para la RNA polimerasa T7. La RNA polimerasa T7 genera
varias copias del amplicon de RNA a partir del molde de copia de DNA.
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La deteccion del amplicon se logra por medio del ensayo de proteccion de la hibridacion
(Hybridization Protection Assay, HPA) utilizando sondas de acido nucleico monocatenarias
con marcadores quimioluminiscentes complementarios al amplicén. Las sondas de acido
nucleico marcadas se hibridan especificamente con el amplicén. El reactivo de seleccion
diferencia las sondas hibridadas de las no hibridadas, inactivando el marcador de las sondas
no hibridadas. Durante el Paso de deteccion, la luz emitida por los hibridos de RNA:DNA
marcados se mide como sefales de fotones denominadas unidades relativas de luz (Relative
Light Units, RLU) en un lumindmetro. Los resultados finales del ensayo se interpretan en
funcion de la razén sefal/valor de corte (Analyte Signal/Cutoff, S/CO) del analito.

A cada reaccién se anade un control interno mediante el reactivo de captura de diana. El
control interno supervisa los pasos de captura de diana, amplificacion y deteccién del
ensayo. La sefnal del control interno de cada reaccién se separa de la sefial del HPV
mediante la cinética diferencial de emision de la luz procedente de las sondas con distintos
marcadores.”*® El amplicon especifico del control interno se detecta usando una sonda con
emision rapida de luz (flasher). El amplicon especifico del HPV se detecta usando sondas
con una cinética de emisién de luz relativamente mas lenta (glower). El ensayo de cinética
doble (Dual Kinetic Assay, DKA) es un método utilizado para diferenciar entre las sefales
procedentes de los marcadores flasher y glower.*

Advertencias y precauciones
A. Para uso diagndstico in vitro.

B. Para uso profesional.

C. Consulte otras advertencias y precauciones especificas en los manuales de usuario del
Tigris DTS System y del Panther System.

Relacionadas con el laboratorio
D. Utilice unicamente el material desechable de laboratorio suministrado o especificado.

E. Siga las precauciones de rutina del laboratorio. No coma, beba ni fume en las zonas de
trabajo designadas. Utilice guantes desechables sin talco, proteccién ocular y bata de
laboratorio cuando manipule las muestras y los reactivos del kit. Lavese bien las manos
después de manipular las muestras y los reactivos del kit.

F. Advertencia: Irritantes y corrosivos: Evite el contacto de los reactivos Auto Detect 2
con la piel, los ojos y las membranas mucosas. Si estos fluidos entran en contacto con la
piel o los ojos, lave la zona afectada con agua. Si se produce un vertido de estos fluidos,
dildyalo con agua para limpiarlo.

G. Las superficies de trabajo, las pipetas y los otros equipos se deben descontaminar
periddicamente con una solucién de hipoclorito de sodio al 2,5 %-3,5 % (de 0,35 M a
0,5 M). Consulte el Procedimiento de prueba en el Tigris DTS System o el Procedimiento
de prueba en el Panther DTS System para obtener mas informacion.

Relacionadas con las muestras

H. Mantenga las condiciones de temperatura apropiadas durante el envio y la conservacion
de las muestras para garantizar su integridad. No se ha evaluado la estabilidad de las
muestras en condiciones de envio y conservacion distintas de las recomendadas.
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I. Las fechas de caducidad que figuran en los kits y en los tubos de recogida y transferencia
de muestras se aplican a la zona de recogida o transferencia, y no para el centro de
analisis. Las muestras recogidas o transferidas en cualquier momento antes de estas
fechas de caducidad son vaélidas para el analisis, siempre que se hayan transportado y
conservado conforme a las instrucciones correspondientes, aunque ya se haya
sobrepasado la fecha de caducidad.

J. Las muestras pueden ser infecciosas. Siga las precauciones universales para realizar
este ensayo. El director del laboratorio debe establecer los métodos de manipulacion y
eliminacion adecuados. Este procedimiento solo debe realizarlo el personal que haya
recibido la formacién adecuada para manipular materiales infecciosos.

K. Evite la contaminacién cruzada durante los pasos de manipulacion de las muestras.
Compruebe que los recipientes de las muestras no entren en contacto unos con otros y
deseche los materiales usados sin pasarlos por encima de los recipientes abiertos.
Cambiese los guantes si entran en contacto con una muestra.

L. Una vez realizada la perforacién, puede salir liquido de los tapones de los tubos en
determinadas condiciones. Consulte el Procedimiento de prueba en el Tigris DTS System
o el Procedimiento de prueba en el Panther DTS System para obtener mas informacion.

M. Las muestras de citologia en solucién ThinPrep y en medio de recogida y transporte de
muestras de citologia (Cervical Specimen Collection and Transport, CSCT) deben
rechazarse si el dispositivo de recogida se ha quedado dentro del tubo de muestra.

N. Las muestras de citologia en solucion SurePath deben rechazarse si el dispositivo de
recogida no esta presente en el vial.

Relacionadas con el ensayo

O. Conserve los reactivos a la temperatura especificada. El uso de reactivos conservados
incorrectamente pueden afectar a los resultados del ensayo.

Evite la contaminacion microbiana y por ribonucleasa de los reactivos.
Q. No utilice el kit después de la fecha de caducidad.

No intercambie, mezcle ni combine reactivos de ensayo ni calibradores de kits con
numeros de lotes diferentes.

S. Los fluidos del Aptima assay, los reactivos Auto Detect Aptima, el conservante del
fluido del Aptima System (solo en el Tigris DTS System) y los controles del Aptima HPV
Assay (solo en el Tigris DTS System) no son parte del lote maestro; puede utilizarse
cualquier lote.

T. Es necesario mezclar bien los reactivos para lograr resultados precisos con el ensayo.
Deben utilizarse puntas con tapones hidréfobos.

V. Algunos reactivos de este kit estan etiquetados con simbolos de riesgo y seguridad.
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Nota: La Comunicacion de Peligros refleja las clasificaciones de las Fichas de Datos de
Seguridad (FDS) de la UE. Para obtener informacién sobre la comunicaciéon de peligros
especifica de su regién, consulte la FDS especifica de la region en la Biblioteca de
Fichas de Datos de Seguridad (Safety Data Sheet Library) en www.hologicsds.com.

Informacién de peligros de la UE

Reactivo de seleccion

ACIDO BORICO 1-5 %

Hidréxido de sodio < 1 %

ATENCION

H315 — Provoca irritacién cutanea
H319 — Provoca irritacién ocular grave

Reactivo de captura de diana

ACIDO ETILENDIAMINOTETRAACETICO 1 -5 %

H411 — Toxico para los organismos acudaticos, con efectos nocivos duraderos
P273 — Evitar su liberacién al medio ambiente

P280 — Llevar gafas/mascara de proteccion

Requisitos de conservacién y manipulacion de los reactivos

No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en el vial. Consulte las
instrucciones de conservacion adicionales a continuacion.

A. Los siguientes reactivos deberan conservarse entre 2 °C y 8 °C (refrigerados) cuando
se reciban:

Reactivo de amplificacion de HPV.
Reactivo enzimatico de HPV.
Reactivo de sonda de HPV.
Reactivo de control interno de HPV.
Calibradores positivos y negativos de HPV.
Controles positivos y negativos de HPV (solo en el Tigris DTS System).
B. Los siguientes reactivos deberan conservarse a temperaturas entre 15 °C y 30 °C
(temperatura ambiente):
Solucién de reconstitucion de reactivo de amplificacion de HPV.
Solucion de reconstitucién de reactivo enzimatico de HPV.
Solucion de reconstitucién de reactivo de sonda de HPV.
Reactivo de captura de diana de HPV.
Reactivo de seleccién de HPV.
Solucion de lavado.
Reactivo de aceite.
Tampodn para fluido de desactivacion.
Reactivo Auto Detect 1.
Reactivo Auto Detect 2.
Conservante del fluido del Aptima System (solo en el Tigris DTS System).
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C. Después de la reconstitucion, los siguientes reactivos son estables durante 30 dias si
se conservan a una temperatura entre 2 °C y 8 °C:

Reactivo de amplificacion de HPV.
Reactivo enzimatico de HPV.
Reactivo de sonda de HPV.

D. El reactivo de captura de diana en uso (Working Target Capture Reagent, wTCR) es
estable durante 30 dias si se conserva entre 15 °C y 30 °C. No refrigerar.

E. Deseche todos los reactivos reconstituidos y el wTCR no utilizados después de 30 dias
o de la fecha de caducidad del lote maestro, lo que ocurra primero.

F. Los reactivos del Aptima HPV Assay son estables durante un total de 48 horas si
se conservan cargados en el Tigris DTS System.

G. Los reactivos del Aptima HPV Assay son estables durante un total de 72 horas si
se conservan cargados en el Panther System.

H. Tanto el reactivo de sonda como el reactivo de sonda reconstituido son fotosensibles.
Conserve los reactivos protegidos de la luz.

I. No congele los reactivos.

Recogida y conservacion de las muestras
A. Recogida y procesamiento de las muestras:

Muestras de citologia en solucién ThinPrep:

1. Recoja las muestras de citologia en viales para citologia ThinPrep con solucién
PreservCyt y dispositivos de recogida tipo escobilla o cepillo/espatula, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2. Antes o después de procesar con el ThinPrep 2000 System, ThinPrep 3000 System,
ThinPrep 5000 Processor, ThinPrep 5000 Processor con Autoloader o ThinPrep
Genesis Processor, transfiera 1 mL de espécimen de citologia en solucion ThinPrep en
un tubo de transferencia de especimenes Aptima, siguiendo las instrucciones del
prospecto del kit de transferencia de especimenes Aptima.

Muestras de citologia en solucién SurePath:

1. Recoja una muestra de citologia en solucion SurePath siguiendo las instrucciones de
uso de la prueba de citologia SurePath o el PrepStain System.

2. Transfiera la muestra de citologia en solucion SurePath a un tubo de transferencia de
muestras Aptima, siguiendo las instrucciones de las instrucciones del kit de
transferencia de muestras Aptima.

Muestras en el kit de transporte y recogida de muestras de citologia Aptima:
Recoja la muestra siguiendo las instrucciones de uso del kit CSCT Aptima.

B. Transporte y conservacién antes del analisis:

Muestras de citologia en solucion ThinPrep:
1. Transporte las muestras de citologia en solucién ThinPrep a una temperatura de 2 °C
a 30 °C.

2. Las muestras deben transferirse a un tubo de transferencia de muestras Aptima en
los 105 dias siguientes a su recogida.
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3. Antes de la transferencia, las muestras de citologia en solucion ThinPrep deben
conservarse entre 2 °C y 30 °C, y no deben pasar mas de 30 dias a temperaturas
superiores a 8 °C.

4. Las muestras de citologia en solucion ThinPrep transferidas a tubos de transferencia de
muestras Aptima pueden conservarse entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 60 dias.

5. Si es necesario conservarlas por mas tiempo, las muestras de citologia en solucién
ThinPrep o en solucion ThinPrep diluida en tubos de transferencia de muestras pueden
conservarse a - 20 °C o0 menos durante un maximo de 24 meses.

Muestras de citologia en solucién SurePath:
1. Las muestras de citolologia en solucion SurePath deben transportarse a una
temperatura entre 2 °C y 25 °C.

2. Las muestras deben transferirse a un tubo de transferencia de muestras Aptima en los
7 dias siguientes a su recogida.

3. Antes de transferirlas, las muestras de citolologia en solucién SurePath deben
conservarse a una temperatura entre 2 °C y 25 °C.

4. Las muestras de citologia en solucién SurePath transferidas a tubos de transferencia de
muestras Aptima pueden conservarse entre 2 °C y 25 °C durante un maximo de 7 dias.
Muestras en el kit de transporte y recogida de muestras de citologia Aptima:

1. Transporte y conserve las muestras entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 60 dias.

2. Si es necesario conservarlas por mas tiempo, las muestras del kit de transporte se
pueden conservar a -20 °C o menos durante un maximo de 24 meses.

C. Tratamiento de las muestras de citologia en solucion SurePath:

Nota: Las muestras de citologia en soluciéon SurePath deben tratarse con la solucién de
transferencia Aptima antes de analizarla con el Aptima HPV assay.

1. Solucién de transferencia Aptima

Las muestras tratadas pueden conservarse a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante
un maximo de 17 dias antes de analizarlas con el Aptima HPV Assay. Consulte las
instrucciones del kit de transferencia de muestras Aptima para obtener mas informacién.

D. Conservacion de las muestras después del andlisis:

1. Las muestras analizadas deben conservarse en posicion vertical en una gradilla.
2. Los tubos de muestra se deben cubrir con papel aluminio o plastico nuevo y limpio.

3. Sies necesario congelar o enviar las muestras analizadas, retire los tapones perforables
de los tubos de muestra y sustitiyalos por tapones nuevos no perforables. Si es
necesario enviar las muestras a otro laboratorio para su analisis, deben mantenerse las
temperaturas especificadas. Antes de destapar las muestras anteriormente analizadas y
tapadas de nuevo, se deben centrifugar los tubos de muestra durante 5 minutos a
420 RCF (fuerza centrifuga relativa) para llevar todo el liquido al fondo del tubo.

Nota: Las muestras deben enviarse de acuerdo con las normativas de transporte
nacionales e internacionales aplicables.
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Tigris DTS System

A continuacién se indican los reactivos del Aptima HPV Assay para el Tigris DTS
System. Junto al nombre del reactivo se muestran también los simbolos de identificacion
del reactivo.

Reactivos y materiales suministrados
Kit de Aptima HPV Assay, 250 pruebas, REF. 302611 (4 cajas)

Los calibradores y los controles pueden adquirirse por separado. Consulte los nimeros de referencia
de las cajas individuales que figuran a continuacion.

Caja refrigerada de HPV Aptima
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

A Reactivo de amplificacion de HPV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucién
tamponada con < 5 % de agente de volumen.

E Reactivo enzimatico de HPV 1 vial
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa desecadas en solucion
de tampon HEPES con < 10 % de reactivo de volumen.

P Reactivo de sonda de HPV 1 vial
Sondas de DNA quimioluminiscentes y no infecciosas
(< 500 ng/vial) desecadas en solucién de tampoén succinato con
< 5 % de detergente.

IC Reactivo de control interno de HPV 1 vial
Transcrito no infeccioso de RNA en solucion tamponada con
< 5 % de detergente.

Caja a temperatura ambiente de HPV Aptima
(conservar entre 15 °C y 30 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad
AR Solucidn de reconstitucion de reactivo de amplificacion 1 vial
de HPV
Solucién acuosa con conservantes.
ER Solucidn de reconstitucion de reactivo enzimatico de HPV 1 vial
Solucién de tampdén HEPES con surfactante y glicerol.
PR Solucién de reconstitucion de reactivo de sonda de HPV 1 vial
Solucién de tampdbn succinato con < 5 % de detergente.
S Reactivo de seleccion de HPV 1 vial
Solucion de tampdén borato 600 mM con surfactante.
TCR Reactivo de captura de diana de HPV 1 vial

Acidos nucleicos no infecciosos en solucién tamponada con
fase sélida (< 0,5 mg/mi).

Collares de reconstitucion 3

Hoja de cédigos de barras del lote maestro 1 hoja
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Caja de calibradores de HPV Aptima (REF. 302554)
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

PCAL Calibrador positivo de HPV 5 viales
Transcrito no infeccioso de HPV 16 in vitro a 1.000 copias/ml
en solucién tamponada con < 5 % de detergente.

NCAL  calibrador negativo de HPV 5 viales
Solucién tamponada con < 5 % de detergente.

Caja de controles de HPV Aptima (REF. 302556)
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

PC Control positivo de HPV 5 viales
Células cultivadas negativas y positivas para HPV, lisadas e
inactivadas, a una concentracion de 25 células/ml en solucién
tamponada con < 5 % de detergente.

NC Control negativo de HPV 5 viales
Células cultivadas negativas para HPV inactivadas y lisadas,
en solucién de tampoén con < 5 % de detergente.

Materiales necesarios pero no suministrados

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales disponibles en Hologic aparecen en la lista
con el numero de referencia.

REF.
Tigris DTS System 105118
Kit de fluidos del Aptima assay 302382
(solucién de lavado Aptima, tampdn para fluido de desactivaciéon Aptima y
reactivo de aceite Aptima)
Kit de reactivos Auto Detect Aptima 301048
Kit de conservante del fluido del Aptima System 302380

Puntas conductoras de 1.000 uL para deteccién de liquido
Kit del ciclo del Tigris DTS System

10612513 (Tecan)
301191

Unidades multitubo (Multi-tube units, MTU) 104772-02
Bolsa para puntas/MTU desechadas 900907
Deflectores de MTU desechadas 900931
Cubiertas para MTU desechadas 105523
Kit de transferencia de muestras Aptima 301154C
Kit de transferencia de especimenes Aptima — imprimible PRD-05110
Kit de recogida y transporte de muestras de citologia Aptima 302657
Tapones perforables Aptima 105668
Tapones no perforables de repuesto 103036A
Tapones de repuesto para las soluciones de reconstitucion
de los reactivos de amplificacién y de sonda CLO0041
Tapones de repuesto para la solucion de reconstituciéon
del reactivo enzimatico 501616
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Tapones de repuesto para el TCR y el reactivo de seleccién CLO040

Lejia (solucion de hipoclorito de sodio al 5 % o 0,7 M como minimo) —

Agua para el Tigris DTS System —
consulte las especificaciones en el Tigris DTS System Operator’s Manual (Manual del usuario del Tigris DTS
System)

Guantes desechables —

Kit de solucion de transferencia Aptima (solo para muestras en SurePath) 303658

Materiales opcionales
REF.

Potenciador de lejia para limpieza 302101

Procedimiento de prueba en el Tigris DTS System

Nota: Consulte el Tigris DTS System Operator’s Manual (Manual del usuario del Tigris
DTS System) para obtener informacion adicional sobre los procedimientos
en el Tigris DTS System.

A. Preparacion de la zona de trabajo.

Limpie las superficies de trabajo donde se prepararan los reactivos y las muestras.
Limpie las superficies de trabajo con una solucién de hipoclorito de sodio al 2,5 %-3,5 %
(de 0,35 M a 0,5 M). Deje la solucién de hipoclorito de sodio en contacto con las
superficies durante 1 minuto como minimo y luego enjuague con agua. No deje que la
solucién de hipoclorito de sodio se seque. Cubra la superficie de la mesa en la que se
van a preparar los reactivos y las muestras con un papel de filtro plastificado.

B. Preparacion de los reactivos de un nuevo Kkit.

Nota: La reconstitucion de los reactivos debe llevarse a cabo antes de iniciar cualquier
tarea en el Tigris DTS System.

1. Para reconstituir los reactivos de amplificacién, enzimatico y de sonda, combine los
frascos de los reactivos liofilizados con la solucion de reconstitucién. Si las soluciones
de reconstitucion estan refrigeradas, espere a que se equilibren a la temperatura
ambiente antes de utilizarlas.

a. Empareje cada solucién de reconstituciéon con el reactivo liofilizado correspondiente.
Asegurese de que los colores de las etiquetas de la solucidn de reconstitucion y
del reactivo liofilizado coincidan antes de acoplar el collar de reconstitucion.

b. Compruebe los numeros de lote en la hoja de cédigos de barras del lote maestro
para asegurarse de que esta emparejando los reactivos adecuados.

c. Abra el vial del reactivo liofilizado e inserte firmemente el extremo ranurado del
collar de reconstitucion en la abertura del vial (Figura 1, Paso 1).

d. Abra la solucién de reconstitucion correspondiente y deje el tapdn sobre una
superficie de trabajo limpia y cubierta.

e. Alavez que sujeta el frasco de la solucion sobre la mesa del laboratorio, inserte
firmemente el otro extremo del collar de reconstitucion en la abertura del frasco
(Figura 1, Paso 2).

f. Invierta lentamente los frascos acoplados. Deje que la solucién pase del frasco
al vial de vidrio (Figura 1, Paso 3).

g. Agite la solucion girandola suavemente en el frasco hasta mezclarla bien. Evite que
se forme espuma al agitar el frasco (Figura 1, Paso 4).
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k.

Espere a que el reactivo liofilizado entre en solucion y luego invierta de nuevo los
frascos acoplados, inclinandolos en un angulo de 45° para reducir al minimo la
formacién de espuma (Figura 1, Paso 5). Deje que escurra todo el liquido de nuevo
en el frasco de plastico.

Retire el collar de reconstitucion y el vial de vidrio (Figura 1, Paso 6).

Vuelva a tapar el frasco de plastico. Anote las iniciales del usuario y la fecha de
reconstitucion en todos los viales de reactivos reconstituidos (Figura 1, Paso 7).

Deseche el collar de reconstitucion y el vial de vidrio (Figura 1, Paso 8).

Advertencia: Evite que se forme espuma al reconstituir los reactivos. La espuma afecta
a la deteccion del nivel en el Tigris DTS System.
N
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Figura 1. Proceso de reconstitucion en el Tigris DTS System

2. Prepare el reactivo de captura de diana en uso (working Target Capture Reagent, wTCR):

a.
b.

Empareje los frascos adecuados de TCR y ClI.

Compruebe los numeros de lote de los reactivos en la Hoja de cdédigos de barras del
lote maestro para asegurarse de que esta emparejando los reactivos adecuados del kit.

Abra el frasco de TCR y deje el tapdn sobre una superficie de trabajo limpia y cubierta.

Abra el frasco de Cl y vierta el contenido completo en el frasco de TCR. Es normal
que quede una pequefa cantidad de liquido en el frasco del ClI.

Tape el frasco de TCR y agite la solucion girandola suavemente para mezclar
el contenido. Evite que se forme espuma durante este Paso.

Anote en la etiqueta las iniciales del usuario y la fecha actual.
Deseche el frasco de Cl y el tapén correspondiente.

Se pueden formar precipitados en el WTCR, lo que puede dar lugar a resultados
no validos debido a errores en la verificacion del volumen. El precipitado se puede
disolver calentando el wTCR a una temperatura entre 42 °C y 60 °C durante

90 minutos como maximo. Espere a que el WTCR se equilibre a la temperatura
ambiente antes de utilizarlo. No utilice el reactivo si persiste el precipitado.

3. Prepare el reactivo de seleccidn:

a.

Compruebe el numero de lote del reactivo en la hoja de cddigos de barras del lote
maestro para asegurarse de que forma parte del kit.

Aptima HPV Assay
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b. Si el reactivo de seleccion contiene precipitados, caliéntelo a 60 °C + 1 °C durante
45 minutos como maximo para facilitar su disolucién. Mezcle suavemente el frasco cada
5 a 10 minutos. Espere a que el reactivo de seleccion se equilibre a la temperatura ambiente
antes de utilizarlo. No lo utilice si persiste el precipitado o el contenido esta turbio.

Nota: Mezcle bien todos los reactivos por inversion suave antes de cargarlos en el sistema.
Evite que se forme espuma durante inversion de los reactivos.

C. Preparacion de los reactivos previamente reconstituidos:

1. Los reactivos de amplificacion, enzimatico y de sonda reconstituidos con anterioridad
deben alcanzar la temperatura ambiente (de 15°C a 30°C) antes de que se inicie el ensayo.

2. Si el reactivo de sonda reconstituido contiene precipitados que no entran en soluciéon a
temperatura ambiente, caliéntelo a una temperatura no superior a 60 °C durante 1 a
2 minutos. No utilice el reactivo si tiene precipitados o esta turbio.

3. Siel wTCR contiene precipitados, caliéntelo entre 42 °C y 60 °C durante 90 minutos
como maximo. Espere a que el WTCR se equilibre a la temperatura ambiente antes
de utilizarlo. No utilice el reactivo si persiste el precipitado.

4. Si el reactivo de seleccion contiene precipitados, caliéntelo a 60 °C £ 1 °C durante
45 minutos como maximo para facilitar la disolucion del precipitado. Mezcle suavemente
el frasco cada 5 a 10 minutos. Espere a que el reactivo de seleccion se equilibre a
la temperatura ambiente antes de utilizarlo. No lo utilice si persiste el precipitado o
el contenido esta turbio.

5. Mezcle bien cada reactivo por inversion suave antes de cargarlo en el sistema. Evite
que se forme espuma durante inversion de los reactivos.

6. No llene en exceso los frascos de reactivos. El Tigris DTS System reconocera y
rechazara los frascos demasiado llenos.

D. Manipulacién de las muestras:
1. Antes del procesamiento, deje que los calibradores, los controles y las muestras
se equilibren a la temperatura ambiente.
2. No agite las muestras en un mezclador vértex.

3. Las muestras de citologia en solucion SurePath deben tratarse con proteinasa K antes
de analizarlas con el Aptima HPV Assay, siguiendo con las instrucciones de Recogida y
conservacion de las muestras, apartado C.

4. Inspeccione los tubos de muestra antes de cargarlos en la gradilla. Si un tubo de
muestra contiene burbujas o tiene un volumen inferior al observado habitualmente,
centrifugue el tubo durante 5 minutos a 420 RCF para asegurarse de que no queda
liquido en el tapdn.

Nota: Si no se sigue el Paso 4, podria perderse liquido por el tapén del tubo de muestra.

E. Preparacion del sistema.

Prepare el instrumento y la lista de trabajo siguiendo las instrucciones del Tigris DTS
System Operator’s Manual (Manual del usuario del Tigris DTS System) y del apartado
Notas sobre el procedimiento que aparece a continuacion.

Notas sobre el procedimiento

A. Calibradores:

1. Cada lista de trabajo debe contener 3 réplicas del calibrador negativo y del calibrador
positivo. Para que funcionen adecuadamente con el software del Aptima HPV Assay, el
calibrador negativo debe estar situado en la primera posicion de tubo de la primera
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gradilla de la lista de trabajo y el calibrador positivo debe estar situado en la segunda
posicion de tubo de la primera gradilla de la lista de trabajo.

2. Cualquier intento de pipetear mas de tres réplicas de un tubo de calibrador puede
dar lugar a errores de volumen insuficiente.

B. Controles:

1. El software del Aptima HPV Assay requiere controles al inicio y al final de cada ciclo. El
control negativo debe colocarse en la tercera posicion de tubo de la primera gradilla y
en la penultima posicion de tubo de la ultima gradilla de la lista de trabajo. El control
positivo debe colocarse en la cuarta posicion de tubo de la primera gradillay en la
ultima posicion de tubo de la ultima gradilla de la lista de trabajo.

2. Cualquier intento de pipetear mas de una vez de un tubo de control puede dar lugar
a errores de volumen insuficiente.

C. Temperatura.
La temperatura ambiente se define entre 15 °C y 30 °C.

D. Talco en los guantes.

Al igual que en cualquier otro sistema de reactivos, el exceso de talco de algunos
guantes puede contaminar los tubos abiertos. Se recomienda utilizar guantes sin talco.
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Panther System

A continuacién se detallan los reactivos para el Aptima HPV Assay en el Panther System. Junto al
nombre del reactivo se muestran también los simbolos de identificacion del reactivo.

Reactivos y materiales suministrados
Aptima HPV Assay, 250 pruebas, REF. 303093 (3 cajas)

Aptima HPV Assay, 100 pruebas, REF. 302929 (3 cajas)

Los calibradores pueden adquirirse por separado. Consulte los nimeros de referencia individuales
a continuacion.

Caja refrigerada de HPV Aptima
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

A Reactivo de amplificacion de HPV 1 vial
Acidos nucleicos no infecciosos desecados en solucion
tamponada con < 5 % de agente de volumen.

E Reactivo enzimatico de HPV 1 vial
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa desecadas en solucion
de tampon HEPES con < 10 % de reactivo de volumen.

P Reactivo de sonda de HPV 1 vial
Sondas de DNA quimioluminiscentes y no infecciosas
(< 500 ng/vial) desecadas en solucién de tampoén succinato
con < 5 % de detergente.

IC Reactivo de control interno de HPV 1 vial
Transcrito no infeccioso de RNA en solucién tamponada
con < 5 % de detergente.

Caja a temperatura ambiente de HPV Aptima
(conservar a temperatura ambiente, entre 15 °C y 30 °C, al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad
AR Solucidn de reconstitucion de reactivo de amplificacion de HPV 1
Solucién acuosa con conservantes.
ER Solucioén de reconstitucién de reactivo enzimatico de HPV 1
Solucién de tampén HEPES con surfactante y glicerol.
PR Solucién de reconstitucién de reactivo de sonda de HPV 1
Solucién de tampoén succinato con < 5 % de detergente.
S Reactivo de seleccion de HPV 1
Solucién de tampdén borato 600 mM con surfactante.
TCR Reactivo de captura de diana de HPV 1

Acidos nucleicos no infecciosos en solucién tamponada con
fase sélida (< 0,5 mg/mi).

Collares de reconstitucion 3

Hoja de cédigos de barras del lote maestro 1 hoja
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Caja de calibradores de HPV Aptima (REF. 302554)
(conservar entre 2 °C y 8 °C al recibirla)

Simbolo Componente Cantidad

PCAL Calibrador positivo de HPV 5 viales
Transcrito no infeccioso de HPV 16 in vitro a 1.000 copias/ml
en solucion tamponada con < 5 % de detergente.

NCAL  calibrador negativo de HPV 5 viales
Solucién tamponada con < 5 % de detergente.

Materiales necesarios pero no suministrados

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales disponibles en Hologic aparecen en la lista
con el numero de referencia.

REF.

Panther System 303095
Kit de andlisis Panther 303096

Kit de fluidos del Aptima assay 303014

(solucién de lavado Aptima, tampon para fluido de desactivacion Aptima
y reactivo de aceite Aptima)

Kit de reactivos Auto Detect Aptima 303013

Unidades multitubo (Multi-tube units, MTU) 104772-02

Kit de bolsas para desechos Panther 902731

Tapa del recipiente de desechos Panther 504405
Puntas conductoras de 1.000 yL para deteccion de liquido 10612513 (Tecan)
Kit de transferencia de muestras Aptima 301154C
Kit de transferencia de especimenes Aptima — imprimible PRD-05110
Kit de recogida y transporte de muestras de citologia Aptima 302657
Tapones perforables Aptima 105668
Tapones no perforables de repuesto 103036A
Tapones de repuesto para los kits de 250 pruebas:

Soluciones de reconstitucion del reactivo de amplificacién y el reactivo de sonda CL0041

Solucion de reconstitucion del reactivo enzimatico 501616

TCR y reactivo de seleccion CL0040
Tapones de repuesto para los kits de 100 pruebas:

Soluciones de reconstitucion del reactivo de amplificacién y el reactivo de sonda CL0041

Solucion de reconstitucion del reactivo enziméatico CL0041

TCR y reactivo de seleccion 501604

Lejia (soluciéon de hipoclorito de sodio al 5 % o 0,7 M como minimo) —
Guantes desechables —
Kit de solucién de transferencia Aptima (solo para muestras en SurePath)303658

Materiales opcionales
REF.
Potenciador de lejia para limpieza 302101
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Procedimiento de prueba en el Panther System

Nota: Consulte el Panther System Operator’s Manual (Manual del usuario del Panther
System) para obtener mas informacion sobre el procedimiento en este sistema.

A. Preparaciéon de la zona de trabajo.

Limpie las superficies de trabajo donde se prepararan los reactivos y las muestras.
Limpie las superficies de trabajo con una solucién de hipoclorito de sodio al 2,5 %-3,5 %
(de 0,35 M a 0,5 M). Deje la solucién de hipoclorito de sodio en contacto con las
superficies durante 1 minuto como minimo y luego enjuague con agua. No deje que la
solucion de hipoclorito de sodio se seque. Cubra la superficie de la mesa en la que se
van a preparar los reactivos y las muestras con un papel de filtro plastificado.

B. Preparacion de los reactivos de un nuevo Kkit.

Nota: La reconstitucion de los reactivos debe llevarse a cabo antes de iniciar cualquier
tarea en el Panther System.

1. Para reconstituir los reactivos de amplificacién, enzimatico y de sonda, combine los
frascos de los reactivos liofilizados con la solucién de reconstitucion. Si las soluciones
de reconstitucion estan refrigeradas, espere a que se equilibren a la temperatura
ambiente antes de utilizarlas.

a. Empareje cada solucion de reconstitucion con el reactivo liofilizado
correspondiente. Asegurese de que los colores de las etiquetas de la solucion de
reconstitucion y del reactivo coincidan antes de acoplar el collar de reconstitucion.

b. Compruebe los numeros de lote en la hoja de cédigos de barras del lote maestro
para asegurarse de que estd emparejando los reactivos adecuados.

c. Abra el vial del reactivo liofilizado e inserte firmemente el extremo ranurado del
collar de reconstitucion en la abertura del vial (Figura 2, Paso 1).

d. Abra la solucién de reconstitucion correspondiente y deje el tapon sobre una
superficie de trabajo limpia y cubierta.

e. Alavez que sujeta el frasco de la solucion sobre la mesa del laboratorio, inserte
firmemente el otro extremo del collar de reconstitucion en el frasco (Figura 2, Paso 2).

f. Invierta lentamente los frascos acoplados. Deje que la solucién pase del frasco al
vial de vidrio (Figura 2, Paso 3).

g. Agite la solucion girandola suavemente en el frasco hasta mezclarla bien. Evite que
se forme espuma al agitar el frasco (Figura 2, Paso 4).

h. Espere a que el reactivo liofilizado entre en solucion y luego invierta de nuevo los
frascos acoplados, inclinandolos en un angulo de 45° para reducir al minimo la
formacion de espuma (Figura 2, Paso 5). Deje que escurra todo el liquido de nuevo
en el frasco de plastico.

i. Retire el collar de reconstitucién y el vial de vidrio (Figura 2, Paso 6).

j-  Vuelva a tapar el frasco de plastico. Anote las iniciales del usuario y la fecha de
reconstitucion en todos los viales de reactivos reconstituidos (Figura 2, Paso 7).

k. Deseche el collar de reconstitucién y el vial (Figura 2, Paso 8).
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Advertencia: Evite que se forme espuma al reconstituir los reactivos. La espuma afecta
a la deteccion del nivel en el Panther System.
Y

/=) 1) s

Figura 2. Proceso de reconstitucion en el Panther System

2. Prepare el reactivo de captura de diana en uso (working Target Capture Reagent, wWTCR):
a. Empareje los frascos adecuados de TCRy Cl.

b. Compruebe los numeros de lote de los reactivos en la Hoja de cédigos de barras
del lote maestro para asegurarse de que esta emparejando los reactivos adecuados
del kit.

c. Abra el frasco de TCRy deje el tapdn sobre una superficie de trabajo limpia y cubierta.

d. Abra el frasco de Cl y vierta el contenido completo en el frasco de TCR. Es normal
que quede una pequefa cantidad de liquido en el frasco del ClI.

e. Tape el frasco de TCR y agite la solucién girandola suavemente para mezclar
el contenido. Evite que se forme espuma durante este Paso.

f. Anote en la etiqueta las iniciales del usuario y la fecha actual.
g. Deseche el frasco de Cl y el tapdn correspondiente.

h. Se pueden formar precipitados en el WTCR, lo que puede dar lugar a resultados
no validos debido a errores en la verificacion del volumen. El precipitado se puede
disolver calentando el WTCR a una temperatura entre 42 °C y 60 °C durante
90 minutos como maximo. Espere a que el wTCR se equilibre a la temperatura
ambiente antes de utilizarlo. No utilice el reactivo si persiste el precipitado.

3. Prepare el reactivo de seleccidn:

a. Compruebe el numero de lote del reactivo en la hoja de cédigos de barras del lote
maestro para asegurarse de que forma parte del kit.

b. Si el reactivo de seleccion contiene precipitados, caliéntelo a 60 °C £ 1 °C durante
45 minutos como maximo para facilitar la disolucion del precipitado. Mezcle
suavemente el frasco cada 5 a 10 minutos. Espere a que el reactivo de seleccién
se equilibre a la temperatura ambiente antes de utilizarlo. No lo utilice si persiste
el precipitado o el contenido esta turbio.

Nota: Mezcle bien todos los reactivos por inversion suave antes de cargarlos en
el sistema. Evite que se forme espuma durante inversién de los reactivos.
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C. Preparacion de los reactivos previamente reconstituidos:

1.

Los reactivos de amplificacién, enzimatico y de sonda reconstituidos con anterioridad
deben alcanzar la temperatura ambiente (de 15°C a 30°C) antes de que se inicie
el ensayo.

Si el reactivo de sonda reconstituido contiene precipitados que no entran en solucién a
temperatura ambiente, caliéntelo a una temperatura no superior a 60 °C durante 1 a
2 minutos. No utilice el reactivo si tiene precipitados o esta turbio.

Si el wTCR contiene precipitados, caliéntelo entre 42 °C y 60 °C durante 90 minutos
como maximo. Espere a que el WTCR se equilibre a la temperatura ambiente antes
de utilizarlo. No utilice el reactivo si persiste el precipitado.

Si el reactivo de seleccion contiene precipitados, caliéntelo a 60 °C + 1 °C durante
45 minutos como maximo para facilitar la disolucién del precipitado. Mezcle
suavemente el frasco cada 5 a 10 minutos. Espere a que el reactivo de seleccion
se equilibre a la temperatura ambiente antes de utilizarlo. No lo utilice si persiste
el precipitado o el contenido esta turbio.

Mezcle bien cada reactivo por inversion suave antes de cargarlo en el sistema. Evite
que se forme espuma durante inversion de los reactivos.

No llene en exceso los frascos de reactivos. El Panther System reconocera y rechazara
los frascos demasiado llenos.

D. Manipulacion de las muestras:

1.

2.
3.

Antes del procesamiento, deje que los calibradores y las muestras se equilibren a la
temperatura ambiente.

No agite las muestras en un mezclador vértex.

Inspeccione los tubos de muestra antes de cargarlos en la gradilla. Si un tubo de
muestra contiene burbujas o tiene un volumen inferior al observado habitualmente,

centrifugue el tubo durante 5 minutos a 420 RCF para asegurarse de que no queda
liquido en el tapdn.

Nota: Si no se sigue el Paso 3, podria perderse liquido por el tapén del tubo de muestra.

E. Preparacion del sistema:

1.

2.

Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del Panther System Operator’s Manual
(Manual del usuario del Panther System) y las Notas sobre el procedimiento que
aparecen a continuacion. Asegurese de utilizar gradillas de reactivos y adaptadores
para TCR del tamafio adecuado.

Cargue las muestras.

Notas sobre el procedimiento
A. Calibradores:

1.

Para que el software del Aptima HPV Assay funcione correctamente en el Panther
System, se requieren tres réplicas del calibrador positivo y tres réplicas del calibrador
negativo. Puede cargar un vial de cada calibrador en cualquier posicion de la gradilla en
cualquier carril del compartimento de muestras del Panther System. El pipeteo de

las muestras comenzara cuando se cumpla una de las dos condiciones siguientes:

a. El sistema esta procesando un calibrador positivo y otro negativo.
b. Se han registrado resultados validos para los calibradores en el sistema.
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2. Una vez que se hayan pipeteado y se estén procesando los tubos de calibradores de
un kit de reactivos especifico, se pueden procesar las muestras con el kit de reactivos
del ensayo asociado en un tiempo maximo de 24 horas, a menos que:

a. Los calibradores no sean validos.
b. Se retire del sistema el kit de reactivos del ensayo asociado.
c. El kit de reactivos del ensayo asociado haya sobrepasado los limites de estabilidad.

3. Cualquier intento de pipetear mas de tres réplicas de un tubo de calibrador puede
dar lugar a errores de procesamiento.

B. Temperatura.
La temperatura ambiente se define entre 15 °C y 30 °C.

C. Talco en los guantes.

Al igual que en cualquier otro sistema de reactivos, el exceso de talco de algunos
guantes puede contaminar los tubos abiertos. Se recomienda utilizar guantes sin talco.
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Procedimientos de control de calidad

A.

Criterios de validez del ciclo.

El software determina automaticamente la validez del ciclo. El software invalidara un
ciclo en cualquiera de las siguientes condiciones:

* Hay mas de una réplica no valida del calibrador negativo.

* Hay mas de una réplica no valida del calibrador positivo.

* Hay un control negativo no valido (solo en el Tigris DTS System).
* Hay un control positivo no valido (solo en el Tigris DTS System).

El usuario puede invalidar un ciclo en caso de problemas técnicos, del usuario o
del instrumento, si los documenta durante la realizacién del ensayo.

Los ciclos no validos deben repetirse. Los ciclos anulados deben repetirse.

Criterios de aceptacién de los calibradores.

En la Tabla siguiente se definen los criterios de RLU para las réplicas de los calibradores
negativos y positivos.

Calibrador negativo
Analito| 20y <45.000 RLU
Cll > 75.000 y < 400.000 RLU

Calibrador positivo
Analito| =480.000y < 1.850.000 RLU
Cll <450.000 RLU

Calculo del valor de corte del ClI.

El valor de corte del control interno se determina a partir de la sefial del control interno
(flasher) de las réplicas validas del calibrador negativo.

Valor de corte 0,5 x [valor medio de RLU del control interno de las réplicas vélidas
del Cl = del calibrador negativo]

Calculo del valor de corte del analito.

El valor de corte del analito se determina a partir de la senal del analito (glower)
de las réplicas validas del calibrador negativo, asi como de la sefal del analito
de las réplicas validas del calibrador positivo

[valor medio de RLU del analito de las réplicas validas del calibrador negativo] +
[0,09 x valor medio de RLU del analito de las réplicas validas del calibrador
positivo]

Valor de corte
del analito =

. Calculo de la razén senal/valor de corte (Analyte Signal/Cutoff, S/CO) del analito.

La S/CO del analito se determina a partir del valor de RLU del analito de la muestra
de prueba y del valor de corte del analito para el ciclo.

S/CO del RLU del analito de la muestra de prueba
analito = Valor de corte de analito

Criterios de aceptacién de los controles (solo en el Tigris DTS System).

El control negativo debe tener un resultado negativo valido (RLU del CI = valor de corte
del Cl y S/CO del analito < 0,50). El control positivo debe tener un resultado positivo
valido (S/CO del analito = 0,50).
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Interpretacién de las pruebas

El software del ensayo determina automaticamente los resultados de las pruebas.

El resultado de una prueba puede ser negativo, positivo 0 no valido, segun se determine
a partir del RLU del Cl y la S/CO del analito. El resultado de una prueba también puede
no ser valido debido a que otros parametros (forma anormal de la curva cinética) se
encuentran fuera de los limites normales esperados. Los resultados iniciales no validos
de las pruebas deben repetirse.

Las muestras del kit CSCT Aptima pueden diluirse para contrarrestar la presencia

de posibles sustancias inhibidoras. Diluya una parte de la muestra no valida en 8 partes
de medio de transporte de muestras (la solucion presente en los tubos del kit CSCT);
p. €j., 560 L de muestra en un tubo nuevo del kit CSCT que contenga 4,5 ml de medio
de transporte de muestras. Invierta suavemente la muestra diluida para mezclarla; evite
que se forme espuma. Pruebe la muestra diluida siguiendo el procedimiento habitual
del ensayo.

Nota: Se requiere un volumen minimo de 1,7 ml para analizar una alicuota de muestra.
No diluya una muestra diluida no valida. Si se obtiene un resultado no valido con una
muestra diluida, se debe obtener una muestra nueva de la paciente.

Resultado del
Aptima HPV Criterios
Assay
S/CO del analito < 0,50
Negativo Cl = Valor de corte del CI
Cl <2.000.000 RLU
S/CO del analito = 0,50
Positivo Cl < 2.000.000 RLU
Analito < 13.000.000 RLU
Cl > 2.000.000 RLU
o]
No valido S/CO del analito < 0,50 y Cl < Valor de corte del Cl
o]
Analito > 13.000.000 RLU
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Limitaciones

A.

No se ha evaluado el uso de tipos de muestras distintos a los identificados en el
apartado de uso indicado.

No se ha evaluado el rendimiento del Aptima HPV Assay en personas vacunadas contra
el HPV.

El Aptima HPV Assay no se ha evaluado en casos de sospecha de abuso sexual.

D. La prevalencia de la infeccién por HPV en una poblacién puede afectar al rendimiento.

Los valores de prediccion positivos disminuyen cuando las pruebas se realizan en
poblaciones con una baja prevalencia o en personas sin riesgo de infeccion.

. Las muestras de citologia en solucién ThinPrep que contengan menos de 1 ml después

de la preparacion del frotis para citologia ThinPrep no se consideran adecuadas para el
Aptima HPV Assay.

No se han evaluado las consecuencias sobre el resultado de la citologia de extraer 1 ml
de una muestra de citologia en solucion SurePath antes del procesamiento citolégico.

Los resultados de las pruebas pueden verse afectados por la recogida, la conservacién o
el procesamiento inadecuados de las muestras.

. El control interno supervisa los pasos de captura de diana, amplificacién y deteccion del

ensayo. No esta concebido como un control de la idoneidad de las muestras de cuello
uterino.

El control interno supervisa los pasos de captura de diana, amplificacion y deteccion del
ensayo. No esta concebido como un control de la idoneidad de las muestras de cuello
uterino.Un resultado negativo en el Aptima HPV Assay no excluye la posibilidad de
anomalias citolégicas, ni de CIN2, CIN3 o cancer subyacentes o futuros.

Los lubricantes personales que contienen Polyquaternium 15 pueden interferir con el
rendimiento del ensayo si estan presentes en concentraciones superiores al 0,025 %
(v/v o p/v) en una muestra de prueba.

Los medicamentos antimicéticos con tioconazol pueden interferir con el rendimiento
del ensayo si estan presentes en concentraciones superiores al 0,075 % (p/v) en una
muestra de prueba.

El Aptima HPV assay proporciona resultados cualitativos. Por consiguiente, no se puede
establecer una correlacion entre la magnitud de la sefial de un ensayo positivo
y el nivel de expresion de mRNA en una muestra.

La deteccion del mRNA del HPV de alto riesgo depende del numero de copias presente
en la muestra y puede verse afectada por los métodos de recogida de muestras, factores
relacionados con la paciente, el estadio de la infeccién y la presencia de sustancias
interferentes.

La infeccién por HPV no es un indicador de HSIL citolégico ni de CIN de grado alto
subyacente, y tampoco significa que aparecera CIN2, CIN3 o cancer. La mayoria de las
mujeres infectadas con uno o mas tipos de HPV de alto riesgo no desarrolla CIN2, CIN3
ni cancer.
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0.

No se han evaluado los efectos de otras variables potenciales, como el flujo vaginal,
el uso de tampones, duchas vaginales, etc., ni de las variables relacionadas con
la recogida de muestras.

El uso de este producto debe limitarse al personal que haya recibido formacién sobre
el uso del Aptima HPV Assay.

La contaminacion cruzada de las muestras puede dar lugar a resultados positivos falsos.
La tasa de arrastre del Aptima HPV Assay en el Tigris DTS System, determinada en un
estudio no clinico, es del 0,3 %.

Los resultados del Aptima HPV Assay deben interpretarse conjuntamente con los demas
datos clinicos y de laboratorio de que disponga el médico.

Esta prueba puede producir resultados positivos falsos. Los transcritos in vitro de
los genotipos de HPV de bajo riesgo 26, 67, 70 y 82 mostraron reactividad cruzada
con el Aptima HPV Assay.

El material de control positivo no esta concebido para supervisar el rendimiento en
el valor de corte del ensayo.
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Resultados esperados del Tigris DTS System: Prevalencia del mRNA del
HPV de alto riesgo

La prevalencia de la infeccién por HPV de alto riesgo varia notablemente y depende de
varios factores, el mas importante de los cuales es la edad.**® La prevalencia del HPV
determinada por la deteccién del DNA del HPV se ha investigado en un gran numero de
estudios; sin embargo, pocos estudios indican la prevalencia basada en la deteccion del
MRNA oncogénico del HPV. Se incluydé a mujeres de distintos centros clinicos (n=18) que
representaban una amplia distribucion geografica y una poblacién diversa (10 estados de
Estados Unidos) en un estudio clinico prospectivo conocido como el ensayo CLEAR.* La
prevalencia de las muestras positivas para mRNA del HPV observada en el ensayo clinico
se categorizé en total, por grupo de edad y por centro de analisis. Los resultados de las
poblaciones ASC-US (células escamosas atipicas de importancia no determinada) y NILM
(negativas para lesiones o tumores intraepiteliales) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Prevalencia del mRNA del HPV de alto riesgo por grupo de edad, centro de analisis y todos
combinados

Tasa de positivos % (x/n)

Poblacion ASC-US Poblacién NILM
(2 21 anos) (2 30 afos)
Todos 41,8 (400/958) 5,0 (540/10.871)
Grupo de edad (afos)
De 21 a 29 60,3 (252/418)
De 30 a 39 36,8 (98/266) 6,9 (289/4199)
240 18,2 (50/1274) 3,8 (251/6672)

Centro de analisis

1

41,6 (134/322)

4,7 (172/3682)

2 41,4 (150/362) 5,2 (194/3702)
3 42,3 (116/274) 5,0 (174/3487)
-- = no aplicable
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Diseio del estudio clinico del Aptima HPV Assay con muestras de
citologia en solucion ThinPrep

Se llevé a cabo un estudio clinico multicéntrico y prospectivo en EE. UU., conocido como el
estudio CLEAR, para determinar el rendimiento clinico del Aptima HPV Assay para la
deteccion de la neoplasia intraepitelial de cuello uterino de grado 2 o patologias del cuello
uterino mas graves (2CIN2). El estudio CLEAR incluia una evaluacién inicial y una
evaluacion de seguimiento de 3 afos.*

Ensayo CLEAR - Evaluacién inicial

Al inicio del estudio CLEAR (fase de inicio), se incluyo a las mujeres en el estudio ASC-US
o en el estudio NILM en funcién de los resultados de la citologia obtenidos durante las
pruebas de cribado de rutina de cancer de cuello uterino. La poblacion del estudio ASC-US
incluydé a mujeres mayores de 21 afios con resultados de citologia ASC-US, y la poblacion
del estudio NILM incluyé a mujeres mayores de 30 afios con resultados de citologia NILM.
El estudio NILM se diseid en apoyo a la reivindicacion del cribado complementario para
mujeres mayores de 30 afios, ya que las mujeres de esta edad con resultados de citologia
superiores a ASC-US deben someterse a una colposcopia independientemente del estado
del HPV.*

Se inscribieron mujeres de 18 centros clinicos, en su mayoria de clinicas de obstetricia y
ginecologia, con una amplia distribucion geografica, que constituian una poblacién diversa.
Las mujeres elegibles fueron asignadas al estudio ASC-US o NILM en funcién de los
resultados de la muestra de citologia en solucion ThinPrep remitida. Al inicio, el materiala
residual de las muestras de mujeres del estudio ASCUS y del estudio NILM remitidas se
analizo tanto con el Aptima HPV Assay como con una prueba comercial de DNA del HPV.

Al inicio, todas las mujeres del estudio ASC-US se remitieron para una colposcopia,
independientemente de los resultados de las pruebas de HPV. Se obtuvieron biopsias por
legrado endocervical (LEC) o biopsias de cuello uterino en sacabocados (1 biopsia de cada
uno de los 4 cuadrantes). En los casos en los que la lesion era visible, se obtuvo una
biopsia en sacabocados (método dirigido; 1 biopsia por lesion) y en los cuadrantes sin una
lesion visible, la biopsia se obtuvo de la unién escamocolumnar (método aleatorio).

En el estudio NILM, las mujeres con resultados positivos en el Aptima HPV Assay o la
prueba comercial de DNA del HPV, asi como mujeres con resultados negativos en ambos
ensayos seleccionadas aleatoriamente, se remitieron para una colposcopia para la
evaluacion inicial. Las mujeres seleccionadas aleatoriamente con resultados negativos en
ambos ensayos se incluyeron para corregir por el sesgo de verificacion con célculos de
rendimiento ajustados, generados mediante un método de imputacién multiple. Se obtuvo
una biopsia por LEC de cada mujer que se sometié a colposcopia. Solo se obtuvieron
biopsias en sacabocados de las lesiones visibles (método dirigido; 1 biopsia por lesion).

El estado de la enfermedad se determind mediante un grupo de consenso de la revision
histolégica, basado en la concordancia de al menos 2 patélogos expertos. Los patdlogos
expertos no tuvieron acceso al resultado de HPV de las mujeres. Tampoco tuvieron acceso
al resultado de la citologia, ni a los diagndsticos histoldgicos de los otros patélogos. Si los 3
patologos estaban en desacuerdo, los 3 patdlogos revisaban las laminas en un microscopio
multicabezal para alcanzar un consenso. Los resultados de la prueba de HPV no se
mostraron a los investigadores, los médicos ni las mujeres hasta después de la visita de la
colposcopia, con el fin de evitar sesgos. Al inicio se evalué el rendimiento clinico del Aptima
HPV Assay para la deteccion de =CIN2 y la neoplasia intraepitelial de cuello uterino de
grado 3 o superior (=ZCIN3) con relacion al estado citologico inicial. También se determiné el
rendimiento clinico de la prueba comercial de DNA del HPV para su comparacion directa
con los resultados del Aptima HPV Assay.
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Ensayo CLEAR- Evaluacién de seguimiento

Las mujeres para el estudio NILM a partir de 14 centros clinicos fueron aptas para participar
en la fase de seguimiento de 3 afios del estudio si: i) habian tenido una visita de
colposcopia como punto de partida y no tenian =2CIN2, o ii) no habian tenido una visita de
colposcopia como punto de partida. La fase de seguimiento del estudio consistia en visitas
anuales. En estas visitas, a todas las mujeres se les tomaron muestras para citologia
cervical, y se analizé a algunas mujeres con una prueba comercial de HPV. Las mujeres con
ASC-US o resultados citolégicos mas graves durante el periodo de seguimiento fueron
derivadas a colposcopia utilizando los mismos procedimientos de biopsia y examen
histologico utilizados para la evaluacion inicial del estudio NILM. El estado de la lesion
cervical en la visita de seguimiento se considerd “negativo” basandose en la citologia NILM
0, en el caso de mujeres con resultados anémalos en la citologia, basandose en resultados
normales o de CIN1 segun el grupo de consenso de la revision histolégica. Las mujeres a
las que se detectd un =CIN2 durante el periodo de seguimiento se consideré6 que habian
completado el seguimiento y no acudieron a las visitas después de la deteccién de =CIN2.
Las mujeres a las que no se detecté un =CIN2 durante el periodo de seguimiento, pero que
acudieron a una visita del estudio en el afio 1 de seguimiento y/o el afo 2 de seguimiento y
que acudieron a una visita del afo 3 de seguimiento and se considerd que habian
completado el seguimiento.

El objetivo del estudio de seguimiento era comparar el riesgo acumulado a los 3 afos de
enfermedad cervical en mujeres con resultados iniciales positivos para el Aptima HPV Assay
con el riesgo acumulado a los 3 afios de enfermedad cervical en mujeres con resultados
iniciales negativos para el Aptima HPV Assay. El estado de la lesion cervical a los 3 afios se
determind del siguiente modo:

» Estado positivo de la enfermedad cervical (=CIN2 y/o =CIN3) — Mujeres a las que se
detectd =CIN2 al inicio o durante el seguimiento.

» Estado negativo de la enfermedad cervical (<CIN2) — Mujeres que completaron el
seguimiento sin deteccién de 2CIN2 y que se considerd que tenian un estado de
enfermedad cervical “indeterminado”.

» Estado de enfermedad cervical indeterminado — Mujeres con resultados anémalos en la
citologia durante el seguimiento y que no tuvieron un resultado posterior del grupo de
consenso de la revision histoldgica, o mujeres con una citologia inadecuada en su ultima
visita.

» Pérdida de seguimiento — Mujeres que no completaron el seguimiento y que no se
considerd que tuvieran un estado de enfermedad cervical “indeterminado”.

El rendimiento clinico del Aptima HPV Assay para la deteccion de 2CIN2 y =2CIN3 se evalud
respecto al estado de la enfermedad cervical a los 3 anos.
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Rendimiento del ensayo en el Sistema Tigris DTS

Poblacion ASC-US 2 21 afios: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay con
muestras de citologia en solucién ThinPrep

En total, se incluy6 a 1252 mujeres mayores de 21 afos con resultados de citologia ASC-US
en el estudio ASC-US. De ellas, 294 mujeres se retiraron del estudio y 19 tuvieron un
diagnodstico no determinado de la enfermedad; todas ellas se excluyeron del analisis. Las
939 mujeres evaluables restantes eran mayores de 21 afios y tenian resultados de citologia
ASC-US, resultados del Aptima HPV Assay y un estado de enfermedad concluyente.
Noventa y una (91) mujeres tenian 2CIN2 y cuarenta y una (41) 2CIN3. La prevalencia de
2CIN2 y 2CIN3 en las mujeres evaluables con resultados de citologia ASC-US fue del 9,7 %
y del 4,4 %, respectivamente. Los resultados del Aptima HPV Assay por diagndstico del
grupo de consenso de la revisiéon histolégica se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Poblacion ASC-US = 21 afnos: resultados del Aptima HPV Assay por diagnéstico del grupo
de consenso de la revision histologica

Resultado del Prueba de Diagnéstico del grupo de consenso de la revision histolégica
Aptima HPV Assay” | DNA del HPV | No determinado* | Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Positivo Positivo 6 170 113 41 32 1 363
Positivo Negativo 0 7 0 1 2 0 10
" Sin
Positivo - 0 14 11 0 2 0 27
resultado
Negativo Positivo 0 47 13 2 3 0 65
Negativo Negativo 10 371 55 6 1 0 443
. Sin
Negativo - 3 40 7 0 0 0 50
resultado
Total 19 649 199 50 40 i 958

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucion de las muestras
inicialmente no validas por procedimiento).

**En 19 casos, las mujeres acudieron a la visita de colposcopia pero no fue posible llegar a un diagndstico por los siguientes
motivos: < 5 muestras de biopsia, todas ellas obtenidas con resultados histolégicos normales/CIN1 (n=15), no se recogieron
biopsias (n=3) o se perdieron las preparaciones de la biopsia (n=1).

***77 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

****Una mujer presenté adenocarcinoma in situ (AlS).

Los calculos de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay, incluidos los calculos de
sensibilidad, especificidad, y valor de prediccion positivo (VPP) y negativo (VPN) para la
deteccion de 2CIN2 y =2CIN3, basados en la evaluacién de todas las biopsias o solo de las
biopsias dirigidas, se muestran en la Tabla 3, al igual que los calculos con la prueba
comercial de DNA del HPV.
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Tabla 3: Poblacion ASC-US = 21 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA
del HPV para la deteccion de =2CIN2 y =CIN3

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=939 N=865*
Rendimiento Calculo | (IC del 95 %) Calculo | (IC del 95 %)
Todas las biopsias
Sensibilidad (%) (789%81) (78,4, 92,3) (789?'889) (80,5, 93,8)
Especificidad (%) (53632/5948) (59,6, 66,0) ( 43535/'7876) (52,3, 59,3)
20,1 18,7
0, ’ )
VPP (%) (79/394) (18,1, 22,0) (79/422) (17,0, 20,4)
97,8 97,7
0, ’ )
VPN (%) (533/545) (96,5, 98,8) (433/443) (96,2, 98,8)
>CIN2 Prevalencia (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
- Biopsias dirigidas**
Sensibilidad (%) (5%3/530) (84,1, 97,4) (5953/529) (83,8, 97,3)
Especificidad (%) (53?91/;3576) (58,3, 64,7) ( 435;550 " (51,0, 57,9)
14,2 13,1
0, ’ )
VPP (%) (56/393) (12,7, 15,6) (55/421) (11,7, 14,2)
99,3 99,1
0, ’ )
VPN (%) (539/543) (98,3, 99,8) (438/442) (97,9, 99,7)
Prevalencia (%) 6,4 (60/936) 6,8 (59/863)
Todas las biopsias
Sensibilidad (%) (397%21) (77,5, 96,1) (3962/'339) (79,7, 97.3)
Especificidad (%) (5461%298) (57,0, 63,4) (4450?78326) (49,9, 56,6)
94 8,5
0, ’ ’
VPP (%) (37/394) (8,1, 10,4) (36/422) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ 3
VPN (%) (541/545) (98,3, 99,8) (440/443) (98,3, 99,8)
SCINS Prevalencia (%) 4.4 (41/939) 4,5 (39/865)
- Biopsias dirigidas**
Sensibilidad (%) (297?;’219) (78,0, 98,1) (297?'2“8) (82,3, 99,4)
Especificidad (%) 5 453’;08) (56,4, 62,7) “ 4512/536) (49,4, 56,1)
6,9 6,4
0, ’ )
VPP (%) (27/394) (58,7.6) (27/422) (55.7,0)
99,6 99,8
0, ’ )
VPN (%) (541/543) (98,8, 100) (441/442) (98,9, 100)
Prevalencia (%) 3,1 (29/937) 3,2 (28/864)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

**El resultado histolégico de consenso se obtuvo Unicamente a partir de los resultados de las biopsias dirigidas. Las mujeres
sin biopsias dirigidas reflejan una colposcopia normal y se incluyen en estos analisis como sin enfermedad (<CIN2 o <CIN3,
segun corresponda). Al incluir exclusivamente las biopsias dirigidas, en algunos casos no fue posible alcanzar un consenso.
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Al evaluar todas las biopsias, los calculos de sensibilidad clinica del Aptima HPV Assay y de
la prueba comercial de DNA del HPV (cuando se disponia de los resultados de ambos
ensayos para la deteccion de =2CIN2 y =CIN3) fueron similares. Las diferencias en
sensibilidad no fueron estadisticamente significativas: diferencia de sensibilidad = -2,3 %
(IC del 95 %: -9,5 %, 4,8 %). Los calculos de especificidad clinica del Aptima HPV Assay
para la deteccion de =CIN2 y =2CIN3 fueron mas elevados que los obtenidos con la prueba
comercial de DNA del HPV (las diferencias en los calculos de especificidad fueron
estadisticamente significativas). Para 2CIN2, la diferencia en especificidad fue del 6,8 %
(IC del 95 %: 4,9 %, 9,0 %). Los VPN fueron similares excepto para la deteccién de =CIN2,
el VPP para el Aptima HPV Assay fue ligeramente mas elevado que el VPP para la prueba
comercial de DNA del HPV (20,1 % frente al 18,7 %).

De los 91 casos de =CIN2, 60 (65,9 %) fueron identificados en las biopsias dirigidas y 31
(34,1 %) en las biopsias aleatorias o de LEC (es decir, no en las biopsias dirigidas). Estos
hallazgos son similares a los resultados de los estudios publicados, en los que entre un
25 % y un 40 % de los casos de =CIN2, aproximadamente, se identificaron unicamente en
las muestras de biopsias aleatorias o de LEC.***” Cuando se utilizaron unicamente las
biopsias dirigidas para determinar el estado de la enfermedad (presuponiendo que las
mujeres sin biopsias dirigidas tenian resultados histolégicos normales puesto que no
presentaban lesiones visibles), la prevalencia de 2CIN2 y 2CIN3 en el estudio fue del 6,4 %
y del 3,1 %, respectivamente. Los calculos de sensibilidad clinica para la deteccién de
2CIN2 y =CIN3 fueron mas elevados para ambos ensayos cuando se utilizaron unicamente
biopsias dirigidas que cuando se utilizaron todas las biopsias. Para ambos ensayos, la
especificidad clinica fue similar cuando se utilizaron solo biopsias dirigidas y cuando se
utilizaron todas las biopsias. En consecuencia, cuando se utilizaron unicamente las biopsias
dirigidas, la especificidad del Aptima HPV Assay fue significativamente mayor que la de la
prueba comercial de DNA del HPV.

Los calculos de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay y de la prueba comercial de DNA
del HPV se muestran, por grupo de edad, en las Tablas4 y5 (=2CIN2 y =CIN3,
respectivamente, basadas en la evaluacion de todas las biopsias).
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Tabla 4: Poblacion ASC-US = 21 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA

del HPV para la deteccion de =2CIN2 por grupo de edad

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=939 N=865*
Rendimiento Calculo | (IC del 95 %) Calculo | (IC del 95 %)
N=415 N=389
Sensibilidad (%) (595%21) (80,2, 95,4) (5967599) (86,1, 98,3)
44,9 35,5
- o , ,
De 21 a Especificidad (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
29 afnos 22,0 20,8
VPP (%) (55/250) (19,6, 24,2) (56/269) (19,0, 22,5)
96,4 97,5
0, ’ )
VPN (%) (159/165) (93,0, 98,5) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevalencia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Sensibilidad (%) ( 1%2’200) (69,9, 97,2) ( 186(;'200) (58.4, 91,9)
68,2 61,6
- o , ,
De 30 a Especificidad (%) (165/242) (62,1, 73,7) (135/219) (55,1, 67,8)
39 anos 18,9 16,0
VPP (%) (18/95) (14,7, 22,7) (16/100) (11,8, 19,6)
98,8 97,1
0, ’ )
VPN (%) (165/167) (96,5, 99,8) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalencia (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
Sensibilidad (%) (2/01'8) (31,3, 83,2) (;?1'8) (39,7, 89,2)
82,9 79,7
- o , ,
> 40 Especificidad (%) (209/252) (77,8, 87,1) (181/227) (74,0, 84,4)
Anos 12,2 13,2
VPP (%) (6/49) (5,8, 18,4) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 984
0, ’ 3
VPN (%) (209/213) (96,6, 99,4) (181/184) (96,6, 99,6)
Prevalencia (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

de la prueba de DNA del HPV debido
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Tabla 5: Poblacion ASC-US = 21 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA
del HPV para la deteccién de =CIN3 por grupo de edad

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=939 N=865*
Rendimiento Calculo | (IC del 95 %) Calculo | (IC del 95 %)
N=415 N=389
Sensibilidad (%) (296‘3*237) (81,7, 99,3) (215%)5) (86,7, 100)
e . 42,3 33,0
0, ’ 3
De 214 Especificidad (%) (164/388) (37,5, 47,2) (1201364) (28,3, 38,0)
29 aios 10.4 93
0, ’ )
VPP (%) (26/250) (8,9, 11,4) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
0, )
VPN (%) (164/165) (97,2, 100) (1201120) (97,5, 100)
Prevalencia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
Sensibilidad (%) (88%5; (56,5, 98,0) (777/5) (45,3, 93.7)
65,6 59,6
e o , ,
De 30 a Especificidad (%) (166/253) (59,6, 71,2) (137/230) (53,1, 65,7)
39 afios 8,4 7,0
0, ’ )
VPP (%) (8/95) (5,2,10,4) (71100) (3,9,9,1)
99,4 98,6
0, ’ )
VPN (%) (166/167) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalencia (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
Sensibilidad (%) (63%0) (23,1, 88,2) ?4%; (37.6, 96,4)
82,1 78,9
e . o , ,
> 40 Especificidad (%) (211/257) (77,0, 86,3) (183/232) (73,2, 83,6)
Aos 6,1 75
() ’ )
VPP (%) (3/49) (1,6,10,2) (4/53) (2,9,10,7)
99,1 99,5
0, ’ 3
VPN (%) (211/213) (98,0, 99,9) (183/184) (98,2, 100)
Prevalencia (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

de la prueba de DNA del HPV debido
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El riesgo absoluto de enfermedad (=CIN2 y =CIN3, basado en la evaluacién de todas las
biopsias) segun el resultado del Aptima HPV Assay, y el riesgo relativo de enfermedad
segun los resultados positivos frente a negativos del Aptima HPV Assay, se muestran en la
Tabla 6, al igual que los calculos obtenidos con la prueba comercial de DNA del HPV. El
riesgo relativo de =2CIN2 fue de 9,1 (IC del 95 %: 5,0, 16,5), lo que indica que una mujer con
un resultado positivo en el Aptima HPV Assay tiene 9,1 veces mas posibilidades de tener
2CIN2 que una mujer con un resultado negativo en el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo
de =CIN3 fue de 12,8 (IC del 95 %: 4,6, 35,6).

Tabla 6: Poblacion ASC-US = 21 afios: riesgo absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 segun los
resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=939 N=865*
Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
Resultado del ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 20,1 (79/394) 18,7 (79/422)
(18,1, 22,0) (17,0, 20,4)
9,1 8,3
2,2 (12/545) (50.16.5) 2,3 (10/443) (44.15.8)
2CIN2 Negativo ‘(1 2,3.5) ’(1 2,3.8)
Prevalencia (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
Positivo 9,4 (37/394) 8,5 (36/422)
(8,1,10,4) (7,4,94)
12,8 12,6
0,7 (4/545) (4.6.35.6) 0,7 (3/443) (3.9, 40.6)
2CIN3 Negativo (’0 2,1.7) (‘O 2,17
Prevalencia (%) 4,4 (41/939) 4,5 (39/865)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Los calculos de riesgo absoluto y relativo de enfermedad (=CIN2 y =CIN3, basados en la
evaluacion de todas las biopsias) para el Aptima HPV Assay y la prueba comercial de DNA
del HPV por grupo de edad se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Poblacion ASC-US = 21 afos: riesgo absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 por grupo de
edad segun los resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=939 N=865*
Resultado del Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
Edad ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
N=415 N=389
Positivo 22,0 (55/250) 20,8 (56/269)
De21a (19,6, 24,2) 6,1 (19,0, 22,5) 8,3
29 afios Negativo 3,6 (6/165) (2,7,13,7) 2,5 (3/120) (2,7, 26,1)
9 (1,5,7,0) (0,6, 6,4)
Prevalencia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Positivo 18,9 (18/95) 16,0 (16/100)
>CIN2 De30a (14,7,227) 15,8 (11,8, 19,6) 5,6
- 39 aiios Neaativo 1,2 (2/167) (3,8, 66,7) 2,9 (4/139) (1,9, 16,1)
9 (0,2, 3,5) (0,9, 5,9)
Prevalencia (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
. 12,2 (6/49) 13,2 (7/53)
s 404 Positivo (58, 18.4) 6.5 6.9, 18.7) 8.1
2 anos
Negativo 1,9 (4/213) (1,9, 22,2) 1,6 (3/184) (2,2, 30,2)
9 (0,6, 3,4) (0,4, 3,4)
Prevalencia (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)
N=415 N=389
Positivo 10,4 (26/250) 9,3 (25/269)
De21a (8,9, 11,4) 17,2 (8,2,10,0)
" No calculable
29 afios Negativo 0,6 (1/165) (2,4, 125) 0,0 (0/120)
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevalencia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
. 8,4 (8/95) 7,0 (7/100)
Positivo
>CIN3 De30a (5,2,10,4) 14,1 (3,9,91) 4,9
- 39 afos Neaativo 0,6 (1/167) (1,8, 111) 1,4 (2/139) (1,0, 22,9)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevalencia (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
o 6,1 (3/49) 7.5 (4/53)
) Positivo (16, 102) 65 (2.9,10,7) 139
2 40 anos ’ )
Negativo 0,9 (2/213) (1,1, 38,0) 0,5 (1/184) (1,6, 122)
9 (0,1, 2,0) (0,0, 1,8)
Prevalencia (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Poblacién NILM 2 30 afos: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay con muestras
de citologia en solucién ThinPrep al inicio

En total, se incluyé a 11.644 mujeres con resultados de citologia NILM en el estudio NILM.
De ellas, 773 mujeres se retiraron del estudio y se excluyeron de la evaluacion inicial. Las
10.871 mujeres evaluables restantes eran mayores de 30 afios, tenian resultados de
citologia NILM y contaban con resultados del Aptima HPV Assay. De las 540 mujeres con
resultados positivos del Aptima HPV Assay, 335 se sometieron a una colposcopia al inicio.
De las 10.331 mujeres con resultados negativos del Aptima HPV Assay, 530 se sometieron
a una colposcopia al inicio. Veinte (20) mujeres tuvieron 2CIN2 y once (11) 2CIN3; 799
mujeres tuvieron una histologia normal/CIN1 y 46, un estado de enfermedad no
determinado. Los resultados del Aptima HPV Assay segun el diagndstico del grupo de
consenso de la revision histologica al inicio se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Poblacion NILM = 30 afios: resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del
HPV diagnéstico del grupo de consenso de la revision histoldgica al inicio

Diagnéstico del grupo de consenso de la revision histolégica
Resultado del Prueba de
Aptima HPV Assay* | DNA del HPV [No determinado| Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Positivo Positivo
1 212 1 4 7 2 247
Positivo Negativo
7 59 0 1 0 1 68
Positivo Sin -
resultado 3 16 1 0 0 0 20
Negativo Positivo
10 170 8 2 1 0 191
Negativo Negativo
15 313 9 1 0 0 338
. Sin
Negativo resultado** 0 0 0 1 0 0 1
Total 46 770 29 9 8 3 865

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucion de las muestras
inicialmente no validas por procedimiento).

**21 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

***Tres mujeres tuvieron adenocarcinoma in situ (AlS).
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En total, 10.052 mujeres tuvieron un estado de enfermedad no verificado al inicio (incluidos
los no determinados) (Tabla 9). Debido a que solo se remitieron para colposcopia mujeres
aleatoriamente seleccionadas con resultados negativos tanto en el Aptima HPV Assay como
en la prueba comercial de DNA del HPV, la proporciéon de mujeres con un estado de
enfermedad no verificado fue elevada en este grupo (96,6 %) Para compensar este sesgo
en la verificacion, se utiliz6 un método de imputacion multiple para calcular el niumero de
mujeres con enfermedad que podrian haber sido identificadas en el caso de que se hubiera
realizado una colposcopia a todas las mujeres. Se presentan los calculos de rendimiento
ajustados y no ajustados por el sesgo de verificacion, basados en las 819 mujeres con un
estado de enfermedad verificado al inicio.

Tabla 9: Poblacion NILM = 30 afos: clasificacion de mujeres NILM evaluables por resultados del
Aptima HPV Assay de la prueba de DNA del HPV, estado de enfermedad (2CIN2 y 2CIN3), y estado
de verificacion de la enfermedad

Estado de
Estado de enfermedad Estado de enfermedad enfermedad
verificado: 2CIN2 verificado: 2CIN3 no verificado
Mujeres con
un estado de
Resultado del Mujeres Mujeres no Mujeres Mujeres no enfermedad
Aptima HPV Prueba de Total de enfermas enfermas enfermas enfermas desconocido
Assay* DNA del HPV | mujeres (2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) (% desconocido)
Positivo Positivo 360 13 223 9 227 124 (34,4 %)
Positivo Negativo 150 2 59 1 60 89 (59,3 %)
Positivo Sin resultado** 30 0 17 0 17 13 (43,3 %)
Negativo Positivo 306 3 178 1 180 125 (40,8 %)
Negativo Negativo 9.420 1 322 0 323 9.097 (96,6 %)
Negativo Sin resultado** 605 1 0 0 1 604 (99,8 %)
Total 10.871 20 799 1 808 10.052 (92,5 %)

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucion de las muestras
inicialmente no vélidas por procedimiento).

**635 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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La prevalencia ajustada de =CIN2 y 2CIN3 en mujeres con resultados de citologia NILM fue
del 0,9 % y del 0,4 %, respectivamente. Los calculos ajustados de riesgo absoluto y relativo
para la deteccién de 2CIN2 y =2CIN3 se muestran en la Tabla 10. El riesgo relativo ajustado
de =CIN2 fue de 8,1 (IC del 95 %: 2,3, 28,1), lo que indica que una mujer con un resultado
positivo en el Aptima HPV Assay tiene 8,1 veces mas posibilidades de tener =2CIN2 que una
mujer con un resultado negativo en el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo ajustado de
2CIN3 al inicio fue de 34,5 (IC del 95 %: 2,7, 443,3). Los calculos no ajustados de riesgo
absoluto y relativo para la deteccidon de =CIN2 y =2CIN3 al inicio se muestran, en total, en la
Tabla 11 y, por grupo de edad, en la Tabla 12.

Tabla 10: Poblacion NILM 2 30 anos: riesgo absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 para los
resultados del Aptima HPV Assay y de la prueba de DNA del HPV (calculos ajustados por el sesgo
de verificacion) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
Resultado del ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 4.7 3.7
(2,9,7,6) 8,1 (2,3,6,0) 7.3
(2,3, 28,1) 05 (1,6, 33,4)
> i )
2CIN2 Negativo 0,6 (0,2, 1,9) 0.1, 21)
Prevalencia (%) 0,9 0,9
Positivo 3,3 2,3
(1,4,7,6) 345 (1,3, 4,1) 21,0
. 0,1 (2,7,4433) 0.1 (1,0, 423,4)
> ) )
2CIN3 Negativo (0,0, 1.,6) (0,0, 2,4)
Prevalencia (%) 04 0,4

Tabla 11: Poblacion NILM = 30 afos: riesgo absoluto y relativo de 2CIN2 y =CIN3 para los
resultados del Aptima HPV Assay y de la prueba de DNA del HPV (calculos no ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=819 N=801*
Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
Resultado del ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
. 4,8 (15/314) 3,8 (16/417)
Positivo (3,4, 5,8) 2,9, 4.4)
4,8 4,9
1,0 (5/505) (18.13.1) 0,8 (3/384) (1.4.16.7)
S : ) )
2CIN2 Negativo (0,4, 1,9) 0,2, 1,9)
Prevalencia (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
. 3,2 (10/314) 2,4 (10/417)
Positivo 2.2,3.7) (1,6, 2.7)
16,1 9,2
0,2 (1/505) (21.125) 0,3 (1/384) (12.71.6)
S : ) )
2CIN3 Negativo (0,0, 0,9) (0,0, 1.1)
Prevalencia (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Tabla 12: Poblacion NILM = 30 afios: riesgo absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 para los
resultados del Aptima HPV Assay y de la prueba de DNA del HPV, por grupo de edad (calculos no
ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=819 N=801*
Resultado del Riesgo absoluto | Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
Edad ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
N=384 N=377
i 4,8 (8/167) 3,2 (7/1216)
Positivo
De 30 (21,92 10,4 (1,3, 6,6) 2,6
e30a
o (1,3, 82,3) (0,5, 12,4)
39 afios Negativo 0,5 (1/217) 1,2 (2/161)
(0,0, 2,5) (0,2, 4,4)
Prevalencia (%) 2,3 (9/384) 2,4 (9/377)
2CIN2
N=435 N=424
i 4,8 (7/147) 4,5 (9/201)
Positivo
a0 (1,9, 9,6) 3.4 (2,1,83) 10,0
" . 1,4 (4/288) (1,0, 11,5) 0,4 (1/223) (1,3, 78,1)
Anos
Negativo (0.4, 3,5) (0.0, 2,5)
Prevalencia (%) 2,5(11/435) 2,4 (10/424)
N=384 N=377
L 3,0 (5/167) 2,3 (5/216)
Positivo (1,0, 6,8) 65 (0.8, 5,3) 37
30De21a ’ ’
& . 0,5 (1/217) (0,8,55,1) 0,6 (1/161) (0,4, 31,6)
39 ainos Negativo
0,0, 2,5) (0,0, 3,4)
Prevalencia (%) 1,6 (6/384) 1,6 (6/377)
2CIN3
N=435 N=424
o 3,4 (5/147) 2,5 (5/201)
Positivo (1.1, 7.8) (0.8, 5,7)
> 40 0.0 (0/288) No calculable 00 (0/223) No calculable
Anos i ’ ’
Negativo (0,0, 1,3) (0,0, 1,6)
Prevalencia (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Los calculos ajustados de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay, incluidos los calculos
de sensibilidad, especificidad, y valor de prediccion positivo (VPP) y negativo (VPN) para la
deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 se muestran en la Tabla 13, al igual que los calculos con la
prueba comercial de DNA del HPV. Los calculos no ajustados de rendimiento clinico se
muestran en la Tabla 14. El Aptima HPV Assay y la prueba comercial de DNA del HPV
mostraron una sensibilidad similar, mientras que la especificidad fue significativamente
mayor con el Aptima HPV Assay (los IC del 95 % no se superponen). Los calculos de los
valores de prediccion del Aptima HPV Assay fueron clinicamente relevantes y similares a los
calculos de la prueba comercial de DNA del HPV. Los VPN fueron similares excepto para la
deteccion de 2CIN2, el VPP para el Aptima HPV Assay fue ligeramente mas elevado que el
VPP para la prueba comercial de DNA del HPV (4,7 % frente al 3,7 %).

Tabla 13: Poblacion NILM = 30 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de la prueba de DNA del
HPV para la deteccién de =CIN2 y =CIN3 (calculos ajustados por el sesgo de verificacion) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Sensibilidad (%) 31,0 (5,9, 56,1) 354 (3,8, 66,9)
Especificidad (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,7 (93,2, 94,2)
2CIN2 VPP (%) 47 (2,9,7,6) 3,7 (2,3,6,0)
VPN (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevalencia (%) 0,9 0,9
Sensibilidad (%) 61,5 (14,0, 100) 56,4 (0,4, 100)
Especificidad (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 VPP (%) 3,3 (1,4,7,6) 2,3 (1,3,4,1)
VPN (%) 99,9 (98,4, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevalencia (%) 0,4 04
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Tabla 14: Poblacion NILM = 30 afos: rendimiento del Aptima HPV Assay y de la prueba de DNA del
HPV para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 (calculos no ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=819 N=801*
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Sensibilidad (%) (1755/’2%) (53,1, 88,8) (18;’129) (62,4, 94,5)
Especificidad (%) (506;/’7699) (59,2, 65,9) (3;18/’7782) (45,2, 52,2)
4.8 3.8
0, ’ )
2CIN2 VPP (%) (15/314) (3,4,5,8) (16/417) (2,9,4,4)
99,0 99,2
0, ’ )

VPN (%) (500/505) (98,1, 99,6) (381/384) (98,1, 99,8)
Prevalencia (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
Sensibilidad (%) (19(3’191) (62,3, 98,4) (19(?/’191) (62,3, 98,4)

Especificidad (%) (5(?112/5408) (59,0, 65,7) (3;;3/’7590) (45,0, 52,0)
3.2 24
() ’ )
2CIN3 VPP (%) (10/314) (2,2,3,7) (10/417) (1,6,2,7)
99,8 99,7
o , )

VPN (%) (504/505) (99,1, 100) (383/384) (98,9, 100)

Prevalencia (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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La comparacion directa del Aptima HPV Assay y de la prueba comercial de DNA del HPV
muestra una sensibilidad similar y una especificidad significativamente mayor del Aptima
HPV Assay frente a la prueba comercial de DNA del HPV para la deteccién de =CIN2, tal
como indican las razones entre las tasas de positivos verdaderos y falsos (Tablas 15 y 16,
respectivamente).

Tabla 15: Poblacién NILM = 30 anos: razén de tasas de positivos verdaderos (Aptima HPV Assay/
prueba de DNA del HPV) para mujeres con 2CIN2 (célculos no ajustados) al inicio

Prueba de DNA del HPV
Positivo Negativo Total
Positivo 13 2 15 (78,9 %)
Aptima HPV Assay
Negativo 3 1 4
Total 16 (84,2 %) 3 19

Razén de tasas de positivos verdaderos = 0,94 (15/16) (IC del 95 %: 0,67, 1,20)

Tabla 16: Poblacion NILM = 30 afios: razén de tasas de positivos falsos (Aptima HPV Assay/prueba
de DNA del HPV) para mujeres con <CIN2 (calculos no ajustados) al inicio

Prueba de DNA del HPV
Positivo Negativo Total
Positivo 223 59 282 (36,1 %)
Aptima HPV Assay
Negativo 178 322 500
Total 401 (51,3 %) 381 782

Razon de tasas de positivos falsos = 0,70 (282/401) (IC del 95 %: 0,64, 0,77)
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Poblacién NILM de 230 anos: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay tras 3 afnos
de seguimiento

Habia 10.854 mujeres evaluables de 30 o mas afios de edad con resultados de citologia de
NILM y resultados validos para el Aptima HPV Assay al inicio que eran aptas para la fase de
seguimiento. De las mujeres sin 2CIN2, el 66,9 % (7.251/10.834) de las mujeres
completaron una visita de citologia de seguimiento en el afio 1, el 60,2 % (6.522/10.825) el
ano 2 y el 58,6 % (6.344/10.818) el afio 3. En general, el 58,8 % (6.380/10.854) de las
mujeres completaron el estudio (tuvieron =CIN2 al inicio o durante el seguimiento, y/o
completaron las visitas requeridas).

De las 10.854 mujeres, 540 (5,0 %) tuvieron resultados positivos para el Aptima HPV Assay
al inicio. De esas 540 mujeres, 263 (48,7 %) tuvieron un estado de la enfermedad positivo o
negativo a los 3 afios segun los resultados de la citologia o la colposcopia/biopsia. Las
10.314 mujeres restantes tuvieron resultados negativos para el Aptima HPV Assay al inicio.
De esas 10.314 mujeres, 5.943 (57,6 %) tuvieron un estado de la enfermedad positivo o
negativo a los 3 anos. De las 6.206 mujeres con estado de la enfermedad a los 3 afos, 47
mujeres tuvieron 2CIN2 incluidas 23 con =CIN3; 6.159 mujeres tuvieron un resultado normal/
CIN1 segun el grupo de consenso de la revision histoldgica. Los resultados iniciales del
Aptima HPV Assay y una prueba comercial de DNA del HPV, y el estado de la enfermedad
a los 3 anos (incluye la evaluacién inicial y de seguimiento) segun el grupo de consenso de
la revisidon histoldgica se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17: Poblacién NILM = 30 afios: clasificacion de mujeres aptas para la fase de seguimiento

segun los resultados iniciales del Aptima HPV Assay, los resultados iniciales de la prueba de DNA
del HPV, y estado de la enfermedad (=CIN2, 2CIN3, Sin verificar) determinado en las fases inicial y

de seguimiento

Estado de la Estado de la Estado de la enfermedad sin
enfermedad enfermedad verificar
verificado: 2CIN2 verificado: 2CIN3
Resultado Prueba d Total d . "
del Aptima rueba de otal de Mujeres Muieres Mujeres Muieres
DNA del HPV| mujeres con J con J
HPV Assay sin enfer- sin enfer- | Perdido para el . R
enfer- enfer- oL Indeterminado
medad medad medad medad seguimiento
@ciNz) | (SCIN2) | oeing) | (SCIN3)
Positivo Positivo 360 22 154 15 161 165 19
Positivo Negativo 150 2 72 1 73 68
Positivo sin 30 2 1 1 12 14 3
resultado
Negativo Positivo 304 6 146 149 133 19
Negativo Negativo 9.405 14 5.455 5.466 3.735 201
Negativo Sin - 605 1 321 0 322 269 14
resultado
Total 10.854 47 6.159 23 6.183 4.384 264

*Las mujeres con resultados citolégicos andmalos durante el seguimiento y sin un resultado posterior del grupo de consenso
de la revisién histoldgica, y las mujeres con una citologia inadecuada en su ultima visita. 174 mujeres con estado
indeterminado de la enfermedad completaron el seguimiento segun el protocolo.

**635 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV principalmente
debido a un volumen de muestra citolégica insuficiente. El riesgo acumulado a los tres afios de enfermedad (=CIN2 and
2CIN3) se basa en la estimacion de Kaplan-Meier (analisis de tabla de vida) e incluye la enfermedad detectada al inicio o en
el seguimiento.

Las mujeres que tuvieron alguna indicacion de enfermedad (ASC-US o resultados citolégicos
mas graves), pero son resultado del grupo de consenso de la revisidon histolégica fueron
incluidas en el analisis mediante el uso de un método de imputacién multiple para predecir el
numero de mujeres con enfermedad que se habria identificado si las mujeres se hubieran
sometido a una colposcopia.
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Las estimaciones del riesgo absoluto y relativo acumulado a los 3 afios para la deteccion de

2CIN2 y 2CIN3 se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18: Poblacién NILM = 30 afos: riesgos absoluto y relativo* acumulado a los 3 afios de =CIN2

y 2CIN3 para resultados del Aptima HPV Assay y una prueba de DNA del HPV al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
Resultado del Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 7,39 6,42
(5,12, 10,59) 2255 (4,50, 9,13) 22.71
>CIN2 Neaative 033 (12,68, 40,10) 0.28 (12,19, 42,29)
9 (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevalencia (%) 0,68 0,68
Positivo 4,66 414
(2,94, 7,36) 4412 (2,62, 6,52) 51,33
>CIN3 Negative 0,11 (16,91, 115,10) 0,08 (17,74, 148,55)
9 (0,04, 0,25) (0,03, 0,22)
Prevalencia (%) 0,34 0,35

*Los riesgos acumulados a los 3 afios ajustados para otros posibles sesgos fueron similares a los riesgos en esta tabla.
Debido a las diferencias anticipadas en los riesgos en el afio 1 y en el afio 2 para los dos grupos de mujeres en el estudio de
seguimiento (aquellas con colposcopia el inicio y aquellas sin colposcopia al inicio), solo se notificé el riesgo acumulado a los
tres afios para los grupos combinados.

La prevalencia acumulada a los 3 afios de =2CIN2 y =CIN3 en mujeres con resultados
citolégicos de NILM al inicio fue de 0,68 % y 0,34 %, respectivamente. El riesgo relativo de
2CIN2 era 22,55 (IC del 95 %: 12,68, 40,10), lo que indica que una mujer con positivo para
el Aptima HPV Assay tiene 22,55 veces mas probabilidades de tener 2CIN2 que una mujer
con negativo para el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo de 2CIN3 era 44,12 (IC del 95 %:
16,91, 115,10).
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Rendimiento clinico del Aptima HPV Assay con muestras de citologia en soluciéon

SurePath

Muestras en SurePath tratadas con solucidon de transferencia Aptima

Se recogieron muestras de citologia en solucion SurePath de mujeres canadienses (n=558)
remitidas para seguimiento debido a: uno o mas resultados de citologia anormales, infeccidén
por HPV u otros motivos. Se transfirid una alicuota (0,5 ml) de cada muestra a un tubo de
transferencia de muestras Aptima y después se traté con la solucién de transferencia
Aptima. Se analiz6é una sola réplica de cada muestra con el Aptima HPV Assay. Ademas, se
extrajo una alicuota (1 ml) mas de cada muestra para evaluarla con una prueba comercial
de PRC del HPV. Se calculd la sensibilidad clinica para la deteccion de la enfermedad,
definida como un resultado histologico 2CIN3, tanto para el Aptima HPV Assay como para la
prueba de PCR del HPV, como se muestra en la Tabla 19, con los valores de prediccion
positivos y negativos.

Tabla 19: Rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de PRC del HPV para la deteccion de

>CIN3
Aptima HPV Assay Prueba comercial de PRC del HPV
N=558 N=558
Rendimiento Valor calculado (IC del 95 %) Valor calculado (IC del 95 %)
89,3 89,3
I 0, ’ - ’ -
Sensibilidad (%) (25/28) (72,8 - 96,3) (25/28) (72,8 - 96,3)
56,8 49,1
] 0, ’ - ’ -
Especificidad (%) (301/530) (52,5 -60,9) (260/530) (44,8 - 53,3)
9,8 8,5
o , ) , )
VPP (%) (25/254) (8,1-11,2) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
0, ’ - ’ -
VPN (%) (301/304) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevalencia (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)
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Tabla 20: Sensibilidad del Aptima HPV Assay con muestras de citologia en solucién SurePath y

ThinPrep
ThinPrep SurePath
Genotipodel | Copias/
HPV reaccion % de positivos | % de positivos
(IC del 95 %) (IC del 95 %)
16 60 (91?1%59,7) (94,10?(1)00)
18 100 (94,10(2(1)00) (94,10(3(1)00)
31 25 (94,100-(1)00) (86?3%08,3)
33 60 (686.99.1) 1,150,
35 25 (94,10(2(1)00) (94,10(3(1)00)
39 25 (94,10?(1)00) (81,991-;)76,4)
45 40 (94,109(1)00) (86%%08,3)
51 250 (94,10(2(1)00) (94,10(3(1)00)
52 600 (94,109(1)00) (91?1%39,7)
56 100 (91,91%59,7) (84,91%37,4)
58 50 (86%5-%;)8,3) (84,91%37,4)
59 8 (88%6-‘979,1 ) (81 ?91-576,4)
66 150 ©1.199.7) (863983
68 30 (88%6-’979,1 ) (84,91%37,4)
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Rendimiento del Aptima HPV Assay con muestras en medio de recogida y transporte

de muestras de citologia

Se recogieron muestras emparejadas de citologia en solucion ThinPrep y en el kit CSCT
Aptima de 735 mujeres. Se diluyd un mililitro (1,0 ml) de cada muestra de citologia en
solucion ThinPrep en 2,9 ml de medio de transporte de muestras Aptima y se analizé una
sola réplica con el Aptima HPV Assay en el Tigris DTS System. También se analizd una sola
réplica de cada muestra de CSCT con el Aptima HPV Assay. Se determiné el porcentaje de
concordancia entre las muestras de citologia en solucion ThinPrep y las muestras de CSCT
con el Aptima HPV Assay; los resultados se muestran en la Tabla 21.

El porcentaje de concordancia positiva fue del 95,9 % (IC del 95 %: 92,6-97,8); el porcentaje
de concordancia negativa fue del 95,5 % (IC del 95 %: 93,3-97,0); y la concordancia global
fue del 95,6 % (IC del 95 %: 93,9-96,9). Se observd una fuerte correlacion entre las
muestras de citologia en solucion y las muestras en el kit de transporte (kappa = 0,90)

Tabla 21: Concordancia global de los resultados del Aptima HPV Assay entre las muestras de
citologia en solucion ThinPrep y las muestras en el kit de recogida y transporte de muestras de
citologia Aptima analizadas en el Tigris DTS System

Muestra de citologia en solucién ThinPrep
Positivo Negativo Total
Positivo 234 22 256
Muestra en el kit CSCT Aptima
Negativo 10 469 479
Total 244 491 735
Concordancia positiva = 95,9 % (92,6-97,8)
Concordancia negativa = 95,5 % (93,3-97,0)
Concordancia global = 95,6 % (93,9-96,9)
Coeficiente Kappa = 0,90
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Sensibilidad analitica

El limite de deteccion (LD) en el valor de corte clinico es la concentracion de RNA del HPV
que arroja un resultado positivo (superior al valor de corte clinico) el 95 % de las veces. El
LD del Aptima HPV Assay se determind analizando grupos de muestras de dilucion de
transcritos in vitro (IVT) para cada uno de los 14 genotipos de alto riesgo y 4 lineas
celulares infectadas con el HPV: SiHa, HeLa, MS751 y ME180 (ATCC, Manassas, Virginia).
Para los grupos de muestras de IVT, los medios de transporte de las muestras se
enriquecieron con IVT a distintas concentraciones y luego se diluyeron con muestras
individuales de citologia en solucién ThinPrep negativas antes de su analisis. Para los
grupos de muestras celulares infectadas con HPV, las mezclas de muestras de citologia en
solucion ThinPrep negativas para el HPV se enriquecieron con células infectadas con HPV a
distintas concentraciones y luego se diluyeron con medios de transporte de muestras antes
de su analisis. Se analizaron treinta réplicas de cada nivel de copias con cada uno de los
dos lotes de reactivos, para un total de 60 réplicas. Se realizaron analisis durante 14 dias,
con 1 a 12 ciclos por dia y 5 réplicas de un genotipo y una concentracién dados analizadas
en cada ciclo. Se calcul6 el limite de deteccion del 95 % a partir del andlisis de regresion
Probit de los resultados de positividad de cada grupo de muestras de dilucién.

Los resultados del analisis Probit, Tabla 22, muestran que los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 38, 45,
58, 59 y 68 del HPV tuvieron limites de deteccion del 95 % inferiores a 100 copias/reaccion;
y los tipos 51, 52, 56 y 66 tuvieron limites de deteccién del 95 % entre 100 y 300 copias/
reaccion. Las cuatro lineas celulares analizadas tuvieron limites de deteccion del 95 %
inferiores a 1 célula/reaccion.
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Tabla 22: Limite de deteccién en el valor de corte clinico del Aptima HPV Assay

Diana Limite de deteccion*
(IC del 95 %)
HPV 16 48,7 (36,6 - 72,2)
HPV 18 80,9 (60,4 - 118,4)
HPV 31 18,6 (14,2 - 27,3)
HPV 33 49,1 (37,0-71,3)
HPV 35 19,1 (14,2 - 29,1)
HPV 39 24,6 (19,1-34,4)
HPV 45 33,8 (25,7 - 49,4)
HPV 51 206,6 (157,5 - 297,7)
HPV 52 266,2 (205,5 - 373,8)
HPV 56 100,1 (81,9 - 129,9)
HPV 58 48,0 (37,3-68,7)
HPV 59 49,0 (36,4 - 75,9)
HPV 66 168,7 (129,6 - 241,1)
HPV 68 27,0 (20,3 - 40,1)
SiHa 0,30 (0,24 - 0,43)
HelLa 0,18 (0,14 - 0,29)
ME180 0,11 (0,09 - 0,16)
MS751 0,19 (0,14 - 0,33)

*copias por reaccion para los transcritos in vitro y células por reaccién para las lineas celulares
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Precision del ensayo

La precision del Aptima HPV Assay se evalué en dos estudios con el mismo grupo de 20
muestras. El estudio 1 se llevo a cabo en 3 centros de analisis externos para determinar la
reproducibilidad del ensayo. El estudio 2 se llevé a cabo internamente para determinar la
repetibilidad del ensayo. El grupo de muestras incluyé 10 miembros positivos para el HPV
con concentraciones iguales o superiores al limite de deteccion del ensayo (positividad
esperada = 95 %), 4 miembros positivos para el HPV con concentraciones inferiores al limite
de deteccién del ensayo (positividad esperada: >0 % a <25 %) y 6 miembros negativos
para el HPV. Los miembros del grupo de muestras positivas para HPV se prepararon
afiadiendo transcritos in vitro (IVT) de RNA a medio de transporte de muestras (Specimen
Transport Medium, STM) o células cultivadas (SiHa, HeLa, ME180 y MS751; ATCC,
Manassas, Virginia) infectadas con HPV en solucion PreservCyt. Los miembros del grupo de
muestras negativas para HPV se prepararon con STM o con una mezcla de muestras
sobrantes de citologia en solucién ThinPrep.

En el estudio 1, 2 usuarios de cada uno de los 3 centros de analisis (1 instrumento por
centro) analizaron 1 lista de trabajo del Aptima HPV Assay al dia durante 3 dias con cada
uno de los 3 lotes de reactivos. Cada lista de trabajo tenia 3 réplicas de cada uno de los
miembros del grupo de muestras de reproducibilidad. Se analizaron ciento sesenta y dos
(162) tubos de muestra individuales de cada miembro del grupo de muestras (3 centros x 1
instrumento x 2 usuarios x 3 lotes x 3 listas de trabajo x 3 réplicas). En el estudio 2, los
andlisis se llevaron a cabo internamente durante 20 dias, con un total de 162 reacciones
analizadas por cada miembro del grupo de muestras (1 centro x 3 instrumentos x 3 usuarios
x 3 lotes x 2 listas de trabajo x 3 réplicas).

Los miembros del grupo de muestras se describen en la Tabla 23a (miembros del grupo de
muestras con resultados positivos esperados) y en la Tabla 23b (miembros del grupo de
muestras con resultados negativos esperados), junto con un resumen de la concordancia
con los resultados esperados y los valores de S/CO del analito en los percentiles 2,5°, 50° y
97,5° de la distribucion de S/CO. La variabilidad de la S/CO del analito para los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados se muestra en la Tabla 24 para el
estudio 1 y en la Tabla 25 para el estudio 2.

La concordancia positiva para los miembros positivos para el HPV del grupo de muestras
con concentraciones iguales o superiores al limite de deteccion del ensayo oscilaron entre el
95,1 % y el 100 % en el estudio 1, y entre el 93,2 % y el 100 % en el estudio 2 para 9 de los
10 miembros del grupo de muestras. El otro miembro positivo para el HPV del grupo de
muestras mostré una concordancia del 77,2 % en el estudio 1 y del 79,0 % en el estudio 2;
estos valores fueron menores de lo esperado, pero coherentes entre los dos estudios. La
concordancia negativa para los miembros negativos del grupo de muestras con HPV alto
con concentraciones inferiores al limite de deteccién del ensayo oscilé entre el 78,8 % vy el
93,8 % en el estudio 1 y entre el 82,1 % y el 95,7 % en el estudio 2. La concordancia con
los resultados esperados de los miembros negativos para HPV del grupo de muestras
oscilaron entre el 96,9 % y el 100 % en el estudio 1 y entre el 96,3 % y el 100 % en el
estudio 2.
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Tabla 23a: Estudios 1 y 2 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: descripcion del grupo de
muestras, concordancia positiva y distribucién percentil de los valores de S/CO del analito para los

miembros del grupo de muestras con resultados positivos esperados

de muestras
(copias o células/
reaccion)

Descripcion del grupo

Estudio 1

(3 centros de analisis)

Estudio 2
(1 centro de analisis)

% de concordancia
positiva
(IC del 95 %)

% de concordancia
positiva
(IC del 95 %)

HPV 16 y HPV 18 IVT

100 (161/161)

100 (162/162)

(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)
Células SiHa (3 células) y 100 (162/162) 100 (162/162)
HeLa (7,5 células) (97,7, 100) (97,7, 100)
HPV 18 IVT 100 (162/162) 100 (160/160)
(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 100 (162/162)
(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)
Células MS751 99,4 (161/162) 96,9 (157/162)
(1 célula) (96,6, 99,9) (93,0, 98,7)
Células ME180 95,1 (154/162) 93,2 (151/162)
(0,3 células) (90,6, 97,5) (88,3, 96,2)
HPV 18 IVT 99,4 (161/162) 100 (162/162)
(30 copias) (96,6, 99,9) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 97,5 (158/162)
(30 copias) (97,7, 100) (93,8, 99,0)
Células HeLa 100 (162/162) 95,6 (152/159)
(2,5 células ) (97,7, 100) (91,2, 97,9)
Células SiHa 77,2 (125/162) 79,0 (128/162)
(1 célula)* (70,1, 83,0) (72,1, 84,6)

IVT = transcrito in vitro. EI IVT se afiadié a STM y las células se afiadieron a solucién PreservCyt.

*% de concordancia positiva esperada ~95 %; la concordancia observada fue menor, lo que podria deberse a la variabilidad

en la fabricacion del miembro del grupo de muestras.
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Tabla 23b: Estudios 1y 2 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: descripcion del grupo de
muestras, concordancia negativa y distribucion percentil de los valores de S/CO del analito para los
miembros del grupo de muestras con resultados negativos esperados

L Estudio 1 Estudio 2
Desc;lpcwn dtel grupo (3 centros de analisis) (1 centro de analisis)
e muestras
(copias o células/ % de rc‘:;)gn:g‘ll':ancla % de I<1:§og;:':;o\r,::ancla
reaccion
) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
HPV 18 IVT 78,8 (126/160) 83,3 (135/162)
(1 copia)* (71,8, 84,4) (76,8, 88,3)
HPV 16 IVT 80,9 (131/162) 88,3 (143/162)
(1 copia)* (74,1, 86,2) (82,4, 92,4)
Células HelLa 79,0 (128/162) 82,1 (133/162)
(0,05 células )* (72,1, 84,6) (75,5, 87,2)
Células SiHa 93,8 (152/162) 95,7 (155/162)
(0,03 células)* (89,0, 96,6) (91,4, 97,9)
100 (162/162) 100 (162/162)
STM Lote 1 (97,7, 100) (97,7, 100)
99,4 (160/161) 100 (162/162)
STM Lote 2 (96,6, 99,9) (97,7, 100)
99,4 (161/162) 99,4 (161/162)
STM Lote 3 (96,6, 99,9) (96,6, 99,9)
. 97,5 (158/162) 97,5 (158/162)
ThinPrep mezcla 1 (93,8, 99,0) (93,8, 99,0)
. 96,9 (157/162) 96,3 (156/162)
ThinPrep mezcla 2 (93,0, 98.7) (92,2, 98.3)
. 100 (162/162) 99,4 (161/162)
ThinPrep mezcla 3 (97.7, 100) (96,6, 99.9)

STM = medio de transporte de muestras; IVT = transcrito in vitro. El IVT se afiadié a STM y las células se afadieron a

solucion PreservCyt.

*% de concordancia negativa esperado > 75 % y < 100 %.
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Tabla 24: Estudio 1 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: variabilidad de la sefial para los
miembros del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Descripcion del grupo Entre Entre Entre listas | Intra-listas
de muestras s/CO centros técnicos Entre lotes | de trabajo | de trabajo Total

(copias o células/reaccién)| n | medio | DE [CV (%)| DE [CV (%)| DE [CV (%)| DE [CV (%)| DE [CV (%)| DE [CV (%)

HPV 16 y HPV 18 IVT
(100 copias)

1617 | 23,4 | 01 04 |01 04 | 09| 40 0 0 16| 70 [ 19| 81

Células SiHa (3 células) y

HeLa (7,5 células) 162 | 17,9 0 0 14| 81 0 0 06 | 3.1 51| 286 | 53 | 29,9

HPV 18 IVT (100 copias) | 162 11,8 0 0 0 0 08| 64 |01 0,9 12| 101 | 1,4 | 12,0

HPV 16 IVT (100 copias) | 162 | 10,8 | 0,2 1,5 0 0 0,1 1,1 03| 26 |03 3,1 05| 45

Células MS751 (1 célula) | 162 | 13,3 | 0,3 | 21 0 0 1,0 78 |09 | 71 22| 162 | 26 | 194

Células ME180 (0,3 células)| 162 6,5 0,2 3,2 0 0 0,6 86 | 04| 55 | 24| 362 | 25| 377

HPV 18 IVT (30 copias) 162 9,0 0,7 7,3 0 0 0,7 72 |08 83 | 23| 253 |26 | 285

HPV 16 IVT (30 copias) 162 | 10,8 | 01 0,8 0 0 0,1 13 [04] 38 (09| 84 10| 93

Células HelLa (2,5 células ) | 162 12,4 0 0 04 33 | 04 3.1 0 0 23| 184 | 24| 190

Células SiHa (1 célula) 162 7,5 0,3 3,7 1,0 | 13,0 0 0 0 0 48 | 636 | 49| 650

DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion; IVT = transcrito in vitro; S/ICO = razén sefal/valor de corte
AUna de las muestras produjo un resultado no valido con el Aptima HPV Assay y no se incluyé en el analisis.

Nota: La variabilidad debida a varios factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir cuando la variabilidad
debida a esos factores es muy pequefia. En esos casos, la DE y el CV se indican como 0.
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Tabla 25: Estudio 2 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: variabilidad de la sefial para los
miembros del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Entre
Descripcion del grupo instrumento Entre Entre listas | Intra-listas
de muestras S/ICO s técnicos Entre lotes | de trabajo | de trabajo Total

(copias o células/reaccion)| n | medio | DE [CV (%)| DE [CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)

HPV 16 y HPV 18 IVT

. 162 | 23,2 | 04 15 (06| 23 (08| 34 [08]| 34 |15| 63 |20| 84
(100 copias)

Células SiHa (3 células) y

HeLa (7,5 células) 162 | 18,6 0 0 1,71 93 0 0 35| 186 | 3,7 | 20,0 | 54 | 289

HPV 18 IVT (100 copias) | 160~ | 11,9 | 0,1 06 |02 16 | 08 70 | 04| 36 1.3 113 | 1,7 13,8

HPV 16 IVT (100 copias) | 162 | 10,8 0 0 0,1 1,3 0 0 0,2 2,2 0,7 6,1 0,7 6,6

Células MS751 (1 célula) | 162 | 13,6 0 0 06| 43 0 0 25| 184 | 21| 152 | 33 | 24,2

Células ME180 (0,3 células)| 162 5,8 0 0 06| 108 | 0,5 94 | 22) 369 | 1,7] 297 | 29 | 495

HPV 18 IVT (30 copias) 162 8,8 04| 44 (05| 60 |07 7,9 10| 11,56 | 19| 214 | 24 | 26,6

HPV 16 IVT (30 copias) 162 | 10,5 0 0 0,1 1,3 |02 2,0 16| 149 | 12| 11,2 | 20| 188

Células HelLa (2,5 células ) | 159*| 12,0 | 0,6 5,1 10| 85 0 0 28| 238 | 20| 166 | 3,7 | 30,6

Células SiHa (1 célula) 162 74 09 | 125 0 0 0,7 9,3 1,8 24 42 | 56,8 | 4,7 | 63,8

DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion; IVT = transcrito in vitro; S/CO = razén sefial/valor de corte

ACinco muestras tuvieron resultados no validos con el Aptima HPV Assay (2 para HPV 18 IVT [100 copias], 3 para células
Hela [2,5 células]), y no se incluyeron en el andlisis.

Nota: La variabilidad debida a varios factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir cuando la variabilidad
debida a esos factores es muy pequefia. En esos casos, la DE y el CV se indican como 0.

También se llevé a cabo un tercer estudio para determinar la reproducibilidad del ensayo,
analizando un grupo de 6 miembros de muestras clinicas de citologia en solucion ThinPrep
mezcladas. Se prepararon 6 mezclas unicas de restos de muestras de citologia negativas
para el HPV en solucién ThinPrep como matriz y dos de ellas se analizaron como miembros
negativos para el HPV del grupo de muestras. Se utilizaron cuatro mezclas unicas de
muestras de citologia en solucion ThinPrep positivas para el HPV para preparar los
miembros positivos bajos (n=2) y altos (n=2) para el HPV del grupo de muestras. Los
miembros positivos bajos del grupo de muestras tenian concentraciones en el limite de
deteccién del ensayo (positividad esperada: = 95 % determinada para cada mezcla individual
positiva para el HPV a partir del analisis de diluciones seriadas de las mezclas). Los
miembros positivos altos del grupo de muestras tenian concentraciones de 1-2 logs por
encima del limite de deteccion calculado para cada mezcla positiva para el HPV individual
(positividad esperada: 100 %). El dia del analisis, se transfiri6 cada miembro del grupo de
muestras (1 ml) a un tubo de transferencia de muestras Aptima que contenia STM. El
analisis se llevd a cabo internamente por 2 técnicos con 1 lote de reactivos y 3 instrumentos
durante 6 dias (3 dias por cada técnico), analizando 2 ciclos por dia en los que el grupo de
muestras se analizé por duplicado.

Los miembros del grupo de muestras se describen en la Tabla 26, junto con un resumen de
la concordancia con los resultados esperados y los valores de S/CO del analito en los
percentiles 2,5° 50° y 97,5° de la distribucién de la sefal. La variabilidad de la S/CO del
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analito para los miembros del grupo de muestras con resultados positivos esperados se
muestra en la Tabla 27.

La concordancia fue del 100 % para los miembros del grupo de muestras positivas altas
para el HPV, de = 98,6 % para los miembros del grupo de muestras positivas bajas para el
HPV y de = 94,4 % para los miembros del grupo de muestras negativas para el HPV.

Tabla 26: Estudio 3 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: descripcion del grupo de muestras,
porcentaje de concordancia

Descripcién del grupo
de muestras

% de concordancia

(IC del 95 %)

Positivos bajos 1 ?35?5(791;782))
Positivos bajos 2 1(325()721/55))
Positivos altos 1 1(325()721/55))
Positivos altos 2 1(325()721/55))
Negativo 1 ?98&?5(,734782))
Negativo 2 E(’s‘slé‘,le(,6 98;782))

Tabla 27: Estudio 3 de reproducibilidad del Aptima HPV Assay: analisis de la sefial de los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Entre Entre Entre listas | Intra-listas
instrumentos técnicos Entre lotes | de trabajo de trabajo Total
Descripcion del S/CO Ccv Ccv CcVv cv cv
grupo de muestras | n [ medio| DE (CV(%)| DE (%) | DE | (%) DE (%) DE (%) DE (%)
Positivos bajos 1 72| 98 0 0 0 0 0 0 22 | 228 | 30 | 304 )| 37 | 380
Positivos bajos 2 72 | 10,5 0 0 22 (21,0 09 | 90 3,7 | 353 | 2,7 | 261 52 | 495
Positivos altos 1 72 | 22,7 1,3 5,6 0 0 0,1 0,5 30 | 133 | 37 | 164 | 50 | 21,9
Positivos altos 2 72| 239 0 0 0 0 0 0 29 | 123 | 3,0 | 124 | 42 17,4

DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion; S/CO = razén sefial/valor de corte

Nota: La variabilidad debida a varios factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ocurrir cuando la variabilidad

debida a esos factores es muy pequena. En esos casos, la DE y el CV se indican como 0.
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Reactividad cruzada

La especificidad analitica del Aptima HPV Assay se evalué con medio de solucién PreservCyt
diluido 1:2,9 con STM vy enriquecido con bacterias, levaduras u hongos cultivados, virus
cultivados o transcritos in vitro de HPV de bajo riesgo. Los microorganismos y las
concentraciones de prueba se identifican en la Tabla 28. Los criterios del estudio para evaluar
el efecto de la presencia de microorganismos sobre la especificidad del ensayo se basé en la
positividad. Se observo reactividad cruzada con los genotipos de HPV de bajo riesgo 26, 67,
70 y 82, pero no con ninguno de los demas microorganismos evaluados.

Tabla 28: Grupo de muestras de especificidad analitica: microorganismos y concentracion
sin reactividad cruzada

Concentracién Concentracién
Microorganismo de prueba sin Microorganismo de prueba sin
reactividad cruzada reactividad cruzada
Bacterias
Acinetobacter Iwoffii 1 x10° UFC/ml Listeria monocytogenes 1x 10 UFC/ml
Actinomyces israelii 1 x10° UFC/ml Micrococcus luteus 1x 10 UFC/ml
Alcaligenes faecalis 1 x10° UFC/ml Mobiluncus curtisii 2x 10" UFC/ml
Atopobium vaginae 5x 10" UFC/ml Mycobacterium smegmatis 1x 10° UFC/ml
Bacillus cereus 1 x10° UFC/ml Mycoplasma fermentans 5x 10" UFC/ml
Bacteroides fragilis 1 x10° UFC/ml Mycoplasma genitalium 1 x 10° UFC/ml
Bacteroides ureolyticus 1 x 108 UFC/ml Mycoplasma hominis 5x 10" UFC/ml
Bifidobacterium adolescentis 1 x 108 UFC/ml Neisseria gonorrhoeae 1 x 108 UFC/ml
Bifidobacterium breve 1 x 10° UFC/ml l\gﬁ;;r}lzg?;g;hoﬁ:;sy 2235)()(1 (1)? ;glFE(DZ ;rlnl
Campylobacter fetus-fetus 1 x10° UFC/ml Neisseria meningitidis 1x 10 UFC/ml
Chlamydia trachomatis 3,2 x 10° TCIDgg/ml Peptoniphilus lacrimalis 1x 10 UFC/ml
Clostridium difficile 6 x 10" UFC/ml Peptostreptococcus anaerobius 1x 10 UFC/ml
Clostridium perfringens 1 x10° UFC/ml Propionibacterium acnes 1x 10° UFC/ml
Corynebacterium genitalium 1 x10° UFC/ml Proteus mirabilis 1x 10° UFC/ml
Corynebacterium xerosis 1 x10° UFC/ml Proteus vulgaris 1x 10° UFC/ml
Enterobacter cloacae 1 x10° UFC/ml Providencia stuartii 1x 10° UFC/ml
Enterococcus faecalis 1 x10° UFC/ml Pseudomonas aeruginosa 1x 10 UFC/ml
Escherichia coli 1 x 108 UFC/ml Ruminococcus productus 1 x 108 UFC/ml
Finegoldia magna 1 x10° UFC/ml Serratia marcescens 1x 10 UFC/ml
Fusobacterium nucleatum 1 x10° UFC/ml Staphylococcus aureus 1x 10 UFC/ml
Gardnerella vaginalis 1 x10° UFC/ml Staphylococcus epidermidis 1x 10 UFC/ml
Haemophilus ducreyi 1 x10° UFC/ml Staphylococcus saprophyticus 1x 10° UFC/ml
Klebsiella pneumoniae 1 x10° UFC/ml Streptococcus agalactiae 1x10° UFC/ml
Lactobacillus acidophilus 1 x10% UFC/ml Streptococcus pyogenes 1 x10° UFC/ml
Lactobacillus crispatus 1 x10° UFC/ml Streptococcus sanguinis 1 x10® UFC/ml
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 1 x10° UFC/ml Ureaplasma urealyticum 1x 10 UFC/ml
Lactobacillus jensenii 1 x10° UFC/ml
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Tabla 28: Grupo de muestras de especificidad analitica: microorganismos y concentracion
sin reactividad cruzada (continuacion)

Concentracion Concentracion
Microorganismo de prueba sin Microorganismo de prueba sin
reactividad cruzada reactividad cruzada

Levaduras/protozoarios

Candida albicans 1 x 108 UFC/ml H Trichomonas vaginalis 1 x 107 células/ml
Virus
Adenovirus 2 1x 107 vp/ml Virus Herpes simplex 1 2,5 x10° TCIDgg/ml
Citomegalovirus 5,6 x 10° TCID5g/ml Virus Herpes simplex 2 5 x 10* TCIDgo/ml
Virus Epstein-Barr 4,3 x 10° vp/ml SV40 1,2 x 10° TCIDgg/ml
VIH-1 1,0 x 10° copias/ml
Genotipos de HPV no diana
HPV 6 2,5 x 10° copias/ml HPV 61 2,5 x 10° copias/ml
HPV 11 2,5 x 10° copias/ml HPV 67 1 copia/ml
HPV 26 2,5 copias/ml HPV 69 2,5 x 10° copias/ml
HPV 30 2,5 x 10° copias/ml HPV 70 1 copia/ml
HPV 34 2,5 x 10° copias/ml HPV 71 2,5 x 10° copias/ml
HPV 42 2,5 x 10° copias/ml HPV 73 2,5 x 10° copias/ml
HPV 43 2,5 x 10° copias/ml HPV 81 2,5 x 10° copias/ml
HPV 44 2,5 x 10° copias/ml HPV 82 1 copia/ml
HPV 53 2,5 x 10° copias/ml HPV 85 2,5 x 10° copias/ml
HPV 54 2,5 x 10° copias/ml
vp = particulas viricas UFC = unidades formadoras de colonias TCID5q = (t:lq_sdis infecciosa 50 en cultivo de
ejidos

Nota: Los genotipos para los que se observo reactividad cruzada (> 5 % de positivos) a concentraciones superiores a las
indicadas en la Tabla se muestran en negrita.

La sensibilidad analitica del Aptima HPV Assay en presencia de microorganismos se evalud
con el mismo grupo de muestras descrito en la Tabla 28, que también se enriquecié con una
concentracion baja de células SiHa infectadas con HPV (1 célula por reaccién). Los criterios
del estudio para evaluar el efecto de la presencia de microorganismos sobre la sensibilidad
del ensayo se baso en la positividad. La sensibilidad del Aptima HPV Assay no se vio
afectada por la presencia de ninguno de los microorganismos evaluados.

Interferencias

Las sustancias que se describen en la Tabla 29 se afiadieron individualmente a solucion
PreservCyt a una concentraciéon del 1 % y del 10 % v/v o plv, se diluyeron con STM y
después se analizaron con el Aptima HPV Assay. Todas las sustancias se analizaron en
presencia y en ausencia de células cultivadas infectadas con HPV (SiHa, 3 células/reaccion).
Se observaron interferencias con dos de los siete lubricantes que contenian Polyquaternium
15 y con uno de los cinco antimicéticos que contenian tioconazol. No se observaron
interferencias con ninguna de las otras sustancias analizadas.
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Tabla 29: Sustancias analizadas para determinar posibles interferencias con el Aptima HPV Assay.

Categoria del producto |Marca o tipo de producto Concentracion mas alta* utilizada
que no interfirié con el rendimiento
del ensayo

Lubricante KY Sensual Mist 10 % viv

KY Warming Jelly 10 % p/lv

KY Warming Liquid 10 % viv

Lubricante personal marca CVS 10 % p/lv

Locion de masaje de calentamiento y lubricante personal 10 % viv
marca Target

0,3 % plv

Lubricante personal Astroglide (muestra de prueba al 0,075 % p/v)

0,1 % viv

Lubricante liquido marca Target (muestra de prueba al 0,025 % v/v)

Espermicida Anticonceptivo vaginal Gynol I, férmula original 10 % p/lv
Anticonceptivo vaginal Gynol Il, extra fuerte 10 % p/v

Espuma anticonceptiva vaginal Delfen 10 % p/lv

Anticonceptivo vaginal Encare 10 % plv

Anticonceptivo vaginal Conceptrol 10 % p/v

Medicamentos Vagisil maxima potencia 10 % p/v

antimicéticos/antiprurito

Monistat Soothing Care 10 % p/lv

Monistat 3, envase combinado 10 % p/v

0,3 % plv

Tioconazol 1 marca Target (muestra de prueba al 0,075 % p/v)

Miconazol 3 marca Target 10 % p/v
Acido acético glacial EMD M/N AX0073-11 10 % viv
Sangre completa sangre completa 10 % viv

*Lubricantes personales que contienen Polyquaternium 15.
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Resultados esperados con el Panther System: Prevalencia del mRNA del
HPV de alto riesgo

La prevalencia de la infeccion por HPV de alto riesgo varia ampliamente y depende de
varios factores, el mas importante de los cuales es la edad.®**® La prevalencia del HPV
determinada por la deteccion del DNA del HPV se ha investigado en un gran numero de
estudios; sin embargo, pocos estudios indican la prevalencia basada en la deteccion del
MRNA oncogénico del HPV. Se incluyé a mujeres de distintos centros clinicos (n = 18) que
representaban una amplia distribucion geografica y una poblacién diversa (10 estados de
Estados Unidos) en un estudio clinico prospectivo conocido como el ensayo CLEAR.* La
prevalencia de las muestras positivas para mRNA del HPV, segun los resultados del Aptima
HPV Assay en el Panther System, observada en el ensayo clinico se categorizé en total, por
grupo de edad y por centro de analisis. Los resultados se muestran en la Tabla 30 para las
poblaciones células escamosas atipicas de importancia no determinada (Atypical Squamous
Cells of Undetermined Significance, ASC-US) y negativas para lesiones o tumores
intraepiteliales (Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, NILM).

Tabla 30: Prevalencia del mRNA del HPV de alto riesgo por grupo de edad, centro de analisis y
todos combinados

Tasa de positivos % (x/n)
Poblacion ASC-US Poblacion NILM
(2 21 anos) (2 30 afios)
Todo 42,3 (404/956) 4,7 (512/10.860)
Grupo de edad (aios)
De 21 a 29 60,0 (251/418)
De 30 a 39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4.192)
240 19,0 (52/273) 3,4 (226/6.668)
Centro de analisis

1 41,5 (134/323) 3,7 (304/8.286)

2 43,1 (137/318) 9,2 (118/1.285)

3 42,2 (133/315) 7,0 (90/1.289)

-- = no aplicable
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Disefio del ensayo clinico del Aptima HPV Assay con muestras de
citologia en solucion ThinPrep

El Aptima HPV Assay en el sistema Panther se evalué utilizando el sobrante de las
muestras de citologia remitidas, tomadas de las mujeres que dieron su consentimiento
durante el estudio clinico multicéntrico y prospectivo en EE.UU., conocido como el ensayo
CLEAR.34

Ensayo CLEAR — Evaluacion inicial

Se llevd a cabo el ensayo CLEAR para determinar el rendimiento clinico del Aptima HPV
Assay para la deteccion de la neoplasia intraepitelial de cuello uterino de grado 2 o
patologias del cuello uterino mas graves (=CIN2). El ensayo CLEAR incluia una evaluacién
inicial y una evaluacion de seguimiento de 3 afos. Se incluyd a las mujeres en el estudio
ASC-US o en el estudio NILM en funcion de los resultados de la citologia obtenidos durante
las pruebas de cribado de rutina de cancer de cuello uterino. La poblacién del estudio ASC-
US incluyé a mujeres mayores de 21 afos con resultados de citologia ASC-US, vy la
poblacién del estudio NILM incluyé a mujeres mayores de 30 afos con resultados de
citologia NILM. El estudio NILM se disefid en apoyo a la reivindicacién del cribado
complementario para mujeres mayores de 30 anos, ya que las mujeres de esta edad con
resultados de citologia superiores a ASC-US deben someterse a una colposcopia
independientemente del estado del HPV.*

Se inscribieron mujeres de 18 centros clinicos, en su mayoria de clinicas de obstetricia y
ginecologia, con una amplia distribucion geografica, que constituian una poblacién diversa. Las
mujeres elegibles fueron asignadas al estudio ASC-US o al estudio NILM en funcién de los
resultados de la muestra de citologia en solucion ThinPrep remitida. Al inicio, el sobrante de las
muestras remitidas de mujeres del estudio ASCUS y del estudio NILM se analiz6 inicialmente
con el Aptima HPV Assay en el Tigris DTS System y con una prueba comercial de DNA del
HPV. Se obtuvieron entonces las muestras y se conservaron a -70 °C hasta que se analizaron
con el Aptima HPV Assay en el Panther System.

Al inicio del ensayo CLEAR (fase inicial), todas las mujeres del estudio ASC-US fueron
remitidas para una colposcopia, independientemente de los resultados obtenidos en la prueba
del HPV. Se obtuvieron biopsias por legrado endocervical (LEC) o biopsias de cuello uterino
en sacabocados (1 biopsia de cada uno de los 4 cuadrantes). En los casos en los que la
lesion era visible, se obtuvo una biopsia en sacabocados (método dirigido; 1 biopsia por
lesién) y en los cuadrantes sin una lesién visible, la biopsia se obtuvo de la unién
escamocolumnar (método aleatorio).

En el estudio NILM, las mujeres con resultados positivos en el Aptima HPV Assay en el
Tigris DTS System o la prueba comercial de DNA del HPV, asi como mujeres con resultados
negativos en ambos ensayos seleccionadas aleatoriamente, se remitieron para una
colposcopia para la evaluacion inicial. Las mujeres seleccionadas aleatoriamente con
resultados negativos en ambos ensayos se incluyeron para corregir por el sesgo de
verificacion con calculos de rendimiento ajustados, generados mediante un método de
imputacion multiple. Se obtuvo una biopsia por LEC de cada mujer que se sometié a
colposcopia. Solo se obtuvieron biopsias en sacabocados de las lesiones visibles (método
dirigido; 1 biopsia por lesion).

El estado de la enfermedad se determind mediante un grupo de consenso de la revisién
histoldégica, basado en la concordancia de al menos 2 patdlogos expertos. Los patdlogos
expertos no tuvieron acceso al estado de HPV de las mujeres. Tampoco tuvieron acceso al
estado citolégico, ni a los diagnésticos histologicos de los otros patélogos. Si los 3 patélogos
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estuvieran en desacuerdo, los 3 patdlogos revisarian los cortes en un microscopio
multicabezal para alcanzar un consenso. Los resultados de las pruebas del HPV no se
mostraron a los investigadores, los médicos ni las mujeres hasta después de la visita de la
colposcopia, con el fin de evitar sesgos.

Al inicio se evalud el rendimiento clinico del Aptima HPV Assay para la deteccién de =2CIN2
y la neoplasia intraepitelial de cuello uterino de grado 3 o patologias del cuello uterino mas
graves (=CIN3) con relacion al estado citologico determinado al inicio. También se determiné
el rendimiento clinico de la prueba de DNA del HPV aprobada por la FDA para su
comparacion directa con los resultados del Aptima HPV Assay.

Ensayo CLEAR- Evaluacion de seguimiento

Las mujeres del estudio NILM de 14 centros clinicos eran aptas para participar en la fase de
seguimiento de 3 afos del estudio si: i) tuvieron una visita de colposcopia al inicio y no
tuvieron 2CIN2, o ii) no tuvieron una visita de colposcopia al inicio. La fase de seguimiento
del estudio consistia de visitas anuales. En estas visitas, a todas las mujeres se les tomaron
muestras para citologia cervical, y se analizé a algunas mujeres con una prueba comercial
de HPV. Las mujeres con ASC-US o resultados citolégicos mas graves durante el periodo de
seguimiento fueron derivadas a colposcopia utilizando los mismos procedimientos de biopsia
y examen histologico utilizados para la evaluacién inicial del estudio NILM. El estado de la
enfermedad cervical en la visita de seguimiento se considerd “negativo” basandose en la
citologia de NILM o, en el caso de mujeres con resultados anormales en la citologia,
basandose en resultados normales o de CIN1 segun el grupo de consenso de la revision
histologica. Las mujeres a las que se detectd un 2CIN2 durante el periodo de seguimiento
se considerd que habian completado el seguimiento y no acudieron a las visitas después de
la deteccion de =CIN2. Las mujeres a las que no se detectd un =CIN2 durante el periodo de
seguimiento, pero que acudieron a una visita del estudio en el afio 1 de seguimiento y/o el
afo 2 de seguimiento y que acudieron a una visita del afio 3 de seguimiento and se
considerd que habian completado el seguimiento.

El objetivo del estudio de seguimiento era comparar el riesgo acumulado a los 3 afios de
enfermedad cervical en mujeres con resultados iniciales positivos para el Aptima HPV Assay
con el riesgo acumulado a los 3 afios de enfermedad cervical en mujeres con resultados
iniciales negativos para el Aptima HPV Assay. El estado de la enfermedad cervical a los 3
afnos se determinod del siguiente modo:

» Estado positivo de la enfermedad cervical (=CIN2 y/o 2CIN3) — Mujeres a las que se
detectd =CIN2 al inicio o durante el seguimiento.

» Estado negativo de la enfermedad cervical (<CIN2) — Mujeres que completaron el
seguimiento sin deteccion de 2CIN2 y que se considerd que tenian un estado de
enfermedad cervical “indeterminado”.

» Estado de enfermedad cervical indeterminado — Mujeres con resultados anormales en la
citologia durante el seguimiento y que no tuvieron un resultado posterior del grupo de
consenso de la revision histologica, o mujeres con una citologia inadecuada en su ultima
visita.

» Pérdida para el seguimiento — Mujeres que no completaron el seguimiento y que no se
considerd que tuvieran un estado de enfermedad cervical “indeterminado”.

El rendimiento clinico del Aptima HPV Assay para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 se evalué
respecto al estado de la enfermedad cervical a los 3 afos.
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Rendimiento del ensayo en el Panther System

Poblacion ASC-US 2 21 ainos: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay

En total, se incluyé a 1.252 mujeres mayores de 21 afios con resultados de citologia ASC-US
en el estudio ASC-US; de ellas, 294 mujeres se retiraron del estudio. Las 958 mujeres
restantes cumplian los requisitos para los analisis en el Panther System. Faltaron las
muestras de 2 mujeres y 19 tuvieron un diagnostico no determinado de la enfermedad; todas
ellas se excluyeron del andlisis. Las 937 mujeres evaluables restantes eran mayores de 21
afos y tenian resultados de citologia ASC-US, resultados del Aptima HPV Assay en el
Panther System y un estado de enfermedad concluyente. Noventa y una (91) mujeres tenian
2CIN2 y cuarenta y una (41) 2CIN3. La prevalencia de 2CIN2 y =CIN3 en mujeres evaluables
con resultados de citologia ASC-US fue del 9,7 % y del 4,4 %, respectivamente. Los
resultados del Aptima HPV Assay segun el diagnéstico del grupo de consenso de la revision
histologica se muestran en la Tabla 31.

Tabla 31: Poblacion ASC-US = 21 anos: resultados del Aptima HPV Assay segun el diagndstico del
grupo de consenso de la revisién histolégica

Resultado del Diagnéstico del grupo de consenso de la revision histologica
Aptima HPV Prueba de
Assay* DNA del HPV | Indeterminado** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Positivo Positivo 6 178 110 40 32 1 367
Positivo Negativo 0 5 2 0 2 0 9
i Sin
Positivo - 0 15 1 0 2 0 28
resultado
Negativo Positivo 0 39 15 3 3 0 60
Negativo Negativo 10 372 53 7 1 0 443
. Sin
Negativo rx 3 39 7 0 0 0 49
resultado
Total 19 648 198 50 40 il 956

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucion de las muestras
inicialmente no validas por procedimiento).

**En 19 casos, las mujeres acudieron a la visita de colposcopia pero no fue posible llegar a un diagndstico por los siguientes
motivos: < 5 muestras de biopsia, todas ellas obtenidas con resultados histolégicos normales/CIN1 (n=15), no se recogieron
biopsias (n=3) o se perdieron las preparaciones de la biopsia (n=1).

***77 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

****Una mujer presenté adenocarcinoma in situ (AIS).

Los calculos de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay, incluidos los calculos de
sensibilidad, especificidad, y valor de prediccién positivo (VPP) y negativo (VPN) para la
deteccion de 2CIN2 y 2CIN3, basados en la evaluacion de todas las biopsias o solo de las
biopsias dirigidas, se muestran en la Tabla 32, al igual que los calculos con la prueba
comercial de DNA del HPV.
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Tabla 32: Poblacion ASC-US = 21 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de
DNA del HPV para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3

Aptima HPV Assay

Prueba de DNA del HPV

N=937 N=863*
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Todas las biopsias
Sensibilidad (%) (787%51) (75,8, 90,6) (789%%) (80,5, 93,8)
Especificidad (%) (52652/23146) (58,7, 65,3) (43525;’7874) (52,3, 59,3)
19,3 18,8
0, ’ )
VPP (%) (77/398) (17,3, 21,2) (79/421) (17,0, 20,4)
97,4 97,7
0, ’ )
VPN (%) (525/539) (96,0, 98,5) (432/442) (96,2, 98,8)
Prevalencia (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
2CIN2
Biopsias dirigidas**
Sensibilidad (%) (594%%) (79,9, 95,3) (595?;;529) (83,8, 97,3)
Especificidad (%) (5361%874) (57,5, 63,9) (4357%%2) (51,0, 57,9)
13,6 13,1
0, ’ )
VPP (%) (54/397) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98,9 99,1
0, ’ )
VPN (%) (531/537) (97,8, 99,6) (437/441) (97,9, 99,7)
Prevalencia (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
Todas las biopsias
Sensibilidad (%) (397%21) (77,5, 96,1) (3962/2339) (79,7, 97,3)
Especificidad (%) (5355%26) (56,5, 62,9) (43593;233;4) (49,9, 56,7)
9,3 8,6
0, ’ )
VPP (%) (37/398) (8,0, 10,3) (36/421) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
VPN (%) (535/539) (98,3, 99,8) (439/442) (98,3, 99,8)
Prevalencia (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
2CIN3
Biopsias dirigidas**
Sensibilidad (%) (297?;’219) (78,0, 98,1) (29737248) (82,3, 99,4)
Especificidad (%) (5355?‘19106) (55,8, 62,2) (44502/23%4) (49,4, 56,1)
6,8 6,4
0, ’ )
VPP (%) (27/398) (8.7, 7.5) (27/421) (6.5.7.0)
99,6 99,8
0, ’ )
VPN (%) (535/537) (98,8, 100) (440/441) (98,9, 100)

Prevalencia (%)

3,1 (29/935)

3,2 (28/862)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

**El resultado histolégico de consenso se obtuvo Unicamente a partir de los resultados de las biopsias dirigidas. Las mujeres
sin biopsias dirigidas reflejan una colposcopia normal y se incluyen en estos analisis como sin enfermedad (<CIN2 o <CIN3,
segun corresponda). Al incluir exclusivamente las biopsias dirigidas, en algunos casos no fue posible alcanzar un consenso.
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Al evaluar todas las biopsias, los calculos de sensibilidad clinica del Aptima HPV Assay y de
la prueba comercial de DNA del HPV para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3, cuando se
disponia de los resultados de ambos ensayos, fueron similares (las diferencias en los
calculos de sensibilidad no fueron estadisticamente significativos). Para 2CIN2, la diferencia
en sensibilidad fue del -4,5 % (IC del 95 %: -12,2 %, 2,5 %). Los calculos de especificidad
clinica del Aptima HPV Assay para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 fueron mas elevados que
los obtenidos con la prueba comercial de DNA del HPV (las diferencias en los calculos de
especificidad fueron estadisticamente significativas). Para =CIN2, la diferencia en
especificidad fue del 6,1 % (IC del 95 %: 4,2 %, 8,2 %). Los VPN fueron similares excepto
para la deteccién de =2CIN2, el VPP para el Aptima HPV Assay fue ligeramente mas elevado
que el VPP para la prueba comercial de DNA del HPV (19,3 % frente al 18,8 %).

De los 91 casos de =CIN2, 60 (65,9 %) fueron identificados en las biopsias dirigidas y 31
(34,1 %), en las biopsias aleatorias o de LEC (es decir, no en las biopsias dirigidas). Estos
hallazgos son comparables a los resultados de los estudios publicados, en los que entre un
25 % y un 40 % de los casos de =CIN2, aproximadamente, se identificaron Unicamente en
las muestras de biopsias aleatorias o de LEC.***” Cuando se utilizaron Uunicamente las
biopsias dirigidas para determinar el estado de la enfermedad (presuponiendo que las
mujeres sin biopsias dirigidas tenian resultados histolégicos normales puesto que no
presentaban lesiones visibles), la prevalencia de 2CIN2 y 2CIN3 en el estudio fue del 6,4 %
y del 3,1 %, respectivamente. Los calculos de sensibilidad clinica para la deteccién de
2CIN2 y =2CIN3 fueron mas elevados para ambos analisis cuando se utilizaron unicamente
biopsias dirigidas que cuando se utilizaron todas las biopsias. Para ambos ensayos, la
especificidad clinica cuando se utilizaron solo biopsias dirigidas fue similar a la obtenida
cuando se utilizaron todas las biopsias. En consecuencia, cuando se utilizaron unicamente
las biopsias dirigidas, la especificidad del Aptima HPV Assay fue significativamente mayor
que la de la prueba comercial de DNA del HPV.

Los calculos de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay y de la prueba comercial de DNA
del HPV se muestran, por grupo de edad, en las Tablas 33 y 34 (2CIN2 y =CIN3,
respectivamente, basadas en la evaluacion de todas las biopsias).
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Tabla 33: Poblacion ASC-US = 21 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de
DNA del HPV para la deteccién de =CIN2 por grupo de edad

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=937 N=863*
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
N=415 N=389
Sensibilidad (%) (584%51) (78,2, 94,3) (59;599) (86,1, 98,3)
e 449 35,5
o , ,
De 21 a Especificidad (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
29 afos 217 20.8
0, ’ ’
VPP (%) (54/249) (19,3, 23,9) (56/269) (19,0, 22,5)
95,8 97,5
0, ’ ’
VPN (%) (159/166) (92,3, 98,1) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevalencia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
Sensibilidad (%) (1875;‘200) (64,0, 94,8) (1863‘200) (58,4, 91,9)
I 66,4 61,9
0, ’ )
De 30 a Especificidad (%) (160/241) (60,2, 72,1) (135/218) (55,3, 68,1)
39 afos 17,3 16,2
0, ’ )
VPP (%) (17/98) (13,1, 21,1) (16/99) (11,8, 19,8)
98,2 97,1
o ; ;
VPN (%) (160/163) (95,7, 99,6) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalencia (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
Sensibilidad (%) (2?1’8) (31,3, 83,2) (;?1’8) (39,7, 89,2)
Especificidad (%) (20862/'215 N (76,9, 86,3) ( 18709/'2626) (73.9, 84.4)
2 40 aiios 8 132
0, ’ )
VPP (%) (6/51) (5,6, 17,7) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
) ’ )
VPN (%) (206/210) (96,6, 99,4) (180/183) (96,6, 99,6)
Prevalencia (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Tabla 34: Poblacion ASC-US = 21 anos: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de

DNA del HPV para la deteccién de =CIN3 por grupo de edad

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=937 N=863*
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
N=415 N=389
Sensibilidad (%) (296?’237) (81,7, 99.3) (215%)5) (86,7, 100)
I 42,5 33,0
0, ’ )
De 21 a Especificidad (%) (165/388) (37,7, 47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
29 aios 10,4 93
0, ’ I
VPP (%) (26/249) (9,0, 11,5) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
N ,
VPN (%) (165/166) (97,2, 100) (120/120) (97,5, 100)
Prevalencia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
Sensibilidad (%) ?8%;; (56,5, 98,0) (777/;38) (45,3, 937)
e 64,3 59,8
0, ’ 3
De 30 2 Especificidad (%) (162/952) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
39 afos VPP (%) 8,2 (5,0, 10,1) 7.1 (4,0,9,2)
° (8/98) e (7/99) S
99,4 98,6
0, ’ )
VPN (%) (162/163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalencia (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
Sensibilidad (%) ??3’50) (23,1, 88,2) ?4%0) (37,6, 96,4)
Especificidad (%) (208;/’2356) (76,0, 85.6) ( 155’283 N (731, 83,6)
2 40 anos 59 -5
V) ’ )
VPP (%) (3/51) (1,6, 9,7) (4/53) (2,9, 10,7)
99,0 99,5
N , ,
VPN (%) (208/210) (98,0, 99,9) (182/183) (98,2, 100)
Prevalencia (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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El riesgo absoluto de enfermedad (=CIN2 y =CIN3, basado en la evaluacién de todas las
biopsias) segun el resultado del Aptima HPV Assay, y el riesgo relativo de enfermedad
segun los resultados positivos frente a negativos del Aptima HPV Assay, se muestran en la
Tabla 35, al igual que los calculos obtenidos con la prueba comercial de DNA del HPV. El
riesgo relativo de 2CIN2 fue de 7,4 (IC del 95 %: 4,3, 13,0), lo que indica que una mujer con
un resultado positivo en el Aptima HPV Assay tiene 7,4 veces mas posibilidades de tener
2CIN2 que una mujer con un resultado negativo en el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo
de =CIN3 fue de 12,5 (IC del 95 %: 4,5, 34,9).

Tabla 35: Poblacién ASC-US = 21 afos: riesgos absoluto y relativo de =CIN2 y 2CIN3 para los
resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=937 N=863*
Resultado del Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
(17,3, 21,2) 74 (17,0, 20,4) 8.3
>CIN2 Neaative 2,6 (14/539) (43, 13.0) 2,3 (10/442) (44, 15.8)
9 (1,5, 4,0) (12,38)
Prevalencia (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
. 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Positivo
(8,0, 10,3) 125 (7,4,9,4) 12,6
>CIN3 Neaative 0,7 (4/539) (4.5,34.9) 0,7 (3/442) (3.9,406)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)
Prevalencia (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Los calculos de riesgo absoluto y relativo de enfermedad (=CIN2 y =CIN3, basados en la
evaluacion de todas las biopsias) para el Aptima HPV Assay y la prueba comercial de DNA

del HPV por grupo de edad se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36: Poblacién ASC-US = 21 afios: riesgos absoluto y relativo de 2CIN2 y =CIN3 por grupo de

edad para los resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=937 N=863*
Resultado del Riesgo absoluto | Riesgo relativo | Riesgo absoluto | Riesgo relativo
Edad ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
N=415 N=389
Positivo 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
De21a (19,3, 23,9) 5,1 (19,0, 22,5) 8.3
29 afos Neqativo 4,2 (7/166) (2,4,11,0) 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
9 (1,9,7.7) (0,6, 6,4)
Prevalencia (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
Positivo 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
>CIN2 De 30 a (13,1, 21,1) 9,4 (11,8, 19,8) 5,6
- 39 afios Negativo 1,8 (3/163) (2,8,313) 2,9 (4/139) (1,9,16,3)
g (0.4,4.3) (0.9,5.9)
Prevalencia (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
N 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
s 404 Positive (56.17.7) 6.2 (6.9, 18.7) 81
2 40 afios
Negativo 1,9 (4/210) (1.8, 21,1) 1,6 (3/183) (2,2,30,1)
9 (0,6,3.4) (0.4,3.4)
Prevalencia (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N=415 N=389
Positivo 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
De 21 a (9,0, 11,5) 17,3 (8,2,10,0)
~ No calculable
29 afios Nedativo 0,6 (1/166) (2,4, 127) 0,0 (0/120)
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevalencia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
L 8,2 (8/98) 7,1 (7/199)
Positivo
>CIN3 De 30 a (5,0,10,1) 13,3 (4,0,9,2) 4,9
- 39 afos Negativo 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0, 23,2)
g (0.0, 2.4) (0.2,3,6)
Prevalencia (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
. 5,9 (3/51) 7,5 (4/53)
s 404 Positive (16,9.7) 6.2 (2.9, 10.7) 138
2 40 afios
Neaativo 1,0 (2/210) (1,1, 36,0) 0,5 (1/183) (1,6, 121)
9 (0.1, 2,0) (0,0, 1.8)
Prevalencia (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Poblacion NILM 2 30 anos: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay con muestras
de citologia en solucién ThinPrep al inicio

En total, se incluyé a 11.644 mujeres con resultados de citologia NILM en el estudio NILM.
De ellas, 773 mujeres se retiraron del estudio. Las 10.871 mujeres restantes cumplian los
requisitos para los analisis en el Panther System. Faltaron las muestras de 11 mujeres, y se
excluyeron de la evaluacion inicial del Aptima HPV Assay en el Panther System. Las 10.860
mujeres evaluables restantes eran mayores de 30 afos, tenian resultados de citologia NILM
y contaban con resultados del Aptima HPV Assay en el Panther System. De las 512 mujeres
con resultados positivos del Aptima HPV Assay en el Panther System, 284 se sometieron a
una colposcopia al inicio. De las 10.348 mujeres con resultados negativos del Aptima HPV
Assay, 580 se sometieron a una colposcopia al inicio. Veinte (20) mujeres tenian 2CIN2 y
once (11) tenian 2CIN3; 798 mujeres tenian una histologia normal/CIN1; 46 mujeres tenian
un estado de enfermedad indeterminado. Los resultados del Aptima HPV Assay en el
Panther System segun el diagndstico del grupo de consenso de la revision histologica al
inicio se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37: Poblacion NILM = 30 afios: resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del
HPV segun el diagndstico del grupo de consenso de la revisidn histolégica al inicio

Resultado del Diagnéstico del grupo de consenso de la revisién histolégica
Aptima HPV Prueba de
Assay* DNA del HPV | Indeterminado** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Positivo Positivo 11 21 12 4 7 2 247
Positivo Negativo 2 19 0 0 0 1 22
Positivo Sin 2 12 1 0 0 0 15
resultado
Negativo Positivo 10 170 7 2 1 0 190
Negativo Negativo 20 353 9 2 0 0 384
. Sin
Negativo resultado™* 1 4 0 1 0 0 6
Total 46 769 29 9 8 Kl 864

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucion de las muestras
inicialmente no vélidas por procedimiento).

**En 46 casos, las mujeres acudieron a la visita de colposcopia pero no fue posible llegar a un diagndstico por los siguientes
motivos: muestras de biopsia que resultaron inadecuadas (n=29), no se recogieron biopsias (n=15) o se perdieron las
preparaciones de la biopsia (n=2).

***21 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

****Tres mujeres presentaron adenocarcinoma in situ (AlS).
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En total, 10.042 mujeres tuvieron un estado de enfermedad no verificado al inicio (incluidos
los no determinados) (Tabla 38). Debido a que solo se remitieran para colposcopia mujeres
aleatoriamente seleccionadas con resultados negativos tanto en el Aptima HPV Assay en el
Tigris DTS System como en la prueba comercial de DNA del HPV, la proporcion de mujeres
con un estado de enfermedad no verificado fue elevada en este grupo (96,6 %). Para
compensar este sesgo en la verificacion, se utilizé un método de imputacién multiple para
calcular el numero de mujeres con enfermedad que podrian haber sido identificadas en el
caso de que se hubiera realizado una colposcopia a todas las mujeres. Se presentan los
calculos de rendimiento ajustados y no ajustados por el sesgo de verificacion, basados en
las 818 mujeres con un estado de enfermedad verificado al inicio.

Tabla 38: Poblacion NILM = 30 anos: clasificacion de mujeres NILM evaluables por resultados del
Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV, estado de enfermedad (=CIN2 y =CIN3), y
estado de verificacién de la enfermedad

. Estado de enfermedad Estado de enfermedad Estado de
Resultado del Aptima g -
HPV Assav* verificado: verificado: enfermedad no
v 2CIN2 >CIN3 verificado
Prueba Total de
de DNA mujeres Muj
, . del HPV Mujeres | Mujeresno | Mujeres | Mujeres no ujeres con un
Sistema Tigris DTS estado de enfermedad
Panther System enfermas enfermas enfermas enfermas desconocido
> >
(2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) (% desconocido)
Positivo Positivo Positivo 313 13 189 9 193 111 (35,5 %)
Positivo Positivo Negativo 37 1 18 1 18 18 (48,6 %)
i . Sin
Positivo Positivo - 22 0 13 0 13 9 (40,9 %)
resultado
Positivo Negativo Positivo 70 0 34 0 34 36 (51,4 %)
Positivo Negativo Negativo 60 0 1 0 1 59 (98,3 %)
i . Sin
Positivo Negativo - 10 0 0 0 0 10 (100 %)
resultado
Negativo Positivo Positivo 46 0 33 0 33 13 (28,3 %)
Negativo Positivo Negativo 113 1 41 0 42 71 (62,8 %)
. o Sin
Negativo Positivo - 8 0 4 0 4 4 (50,0 %)
resultado
Negativo Negativo Positivo 236 3 144 1 146 89 (37,7 %)
Negativo Negativo Negativo 9.354 1 321 0 322 9.032 (96,6 %)
. . Sin o
Negativo Negativo resultado™ 591 1 0 0 1 590 (99,8 %)
Total 10.860 20 798 1 807 10.042 (92,5 %)

*Todas las muestras tuvieron resultados finales validos (tras el analisis inicial o después de la resolucién de las muestras
inicialmente no validas por procedimiento).

**631 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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La prevalencia ajustada de =CIN2 y =CIN3 en mujeres con resultados de citologia NILM fue
del 0,9 % y del 0,4 %, respectivamente. Los calculos ajustados de riesgo absoluto y relativo
para la deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 se muestran en la Tabla 39. El riesgo relativo ajustado
de =CIN2 fue de 7,5 (IC del 95 %: 2,1, 26,3), lo que indica que una mujer con un resultado
positivo en el Aptima HPV Assay tiene 7,5 veces mas posibilidades de tener 2CIN2 que una
mujer con un resultado negativo en el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo ajustado de
2CIN3 al inicio fue de 24,9 (IC del 95 %: 2,0, 307,0). Los calculos no ajustados de riesgo
absoluto y relativo para la deteccién de =CIN2 y =CIN3 al inicio se muestran, en total, en la
Tabla 40 y, por grupo de edad, en la Tabla 41.

Tabla 39: Poblacion NILM = 30 afios: riesgos absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 para los
resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV (calculos ajustados por el sesgo
de verificacion) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
Resultado del Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 4.5 3.7
(2,7,7,4) 75 (2,3,6,1) 73
1
>CIN2 Negativo 0.6 (2,1, 26,3) 0.5 (1,6, 33,5)
0,2, 1,9) 0,1,2,1)
Prevalencia (%) 0,9 0,9
Positivo 3,0 2.3
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3,4,1) 21.0
>CIN3 Neaative 0.1 (2,0, 307,0) 0.1 (1,0, 423,8)
g (0.0,1.7) (0.0, 24)
Prevalencia (%) 0,4 0,4

Tabla 40: Poblacion NILM = 30 afos: riesgos absoluto y relativo de 2CIN2 y =2CIN3 para los resultados
del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV (célculos no ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay

Prueba de DNA del HPV

N=818 N=800*
Resultado del Riesgo absoluto Riesgo relativo Riesgo absoluto Riesgo relativo
ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
" 5,2 (14/269) 3,8 (16/416)
Positivo
(3,5, 6,6) 48 (2,9, 4,5) 4.9
>CIN2 Neaative 1,1 (6/549) (1.9.12.3) 0,8 (3/384) (1:4,16.8)
9 (05, 1,9) 02, 1,9)
Prevalencia (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
. 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Positivo
(25,4.3) 20.4 (1,6,2.7) 92
>CIN3 Neaative 0,2 (1/549) (2,6, 159) 0,3 (1/384) (12,718)
g (0.0,08) (0.0, 1,1)

Prevalencia (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.

Aptima HPV Assay

70

AW-14517-301 Rev. 007



Aptima”

Rendimiento del ensayo en el Panther System

Tabla 41: Poblacion NILM = 30 afnos: riesgos absoluto y relativo de 2CIN2 y 2CIN3 por grupo de
edad para los resultados del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA del HPV (célculos no

ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=818 N=800*
Resultado del Riesgo absoluto | Riesgo relativo | Riesgo absoluto | Riesgo relativo
Edad ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
N=383 N=376
Lo 4,6 (7/153) 3,3 (7/215)
Positivo
De 30a (25.5.9) 53 (18.4.1) 26
39 afos 0,9 (2/230) (1,1, 25,0) 12 (21161) (0,6, 12,4)
Negativo . ,
0,1, 2,2) 0,2,3,2)
Prevalencia (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
2CIN2
N=435 N=424
" 6,0 (7/116) 4,5 (9/201)
Positivo
>40 (3,2, 8,5) 48 (2,9, 5,3) 10,0
Afios 1.3 (4/319) (1:4,16,1) 0,4 (1/223) (1.3.78,1)
Negativo . .
(0,4, 2,3) (0,0, 1,8)
Prevalencia (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=383 N=376
i 3,3 (5/153) 2,3 (5/215)
Positivo
De 30 a (16,4,1) 75 (1.1,2,9) 37
39 ainos 0,4 (1/230) (0,9, 63,7) 0,6 (1/161) (0,4, 31,7)
Negativo . .
(0,0, 1,6) (0,0,2,2)
Prevalencia (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
2CIN3
N=435 N=424
L 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Positivo (2.2, 5,1) (1,3, 2.,8)
2 40 afos No calculable No calculable
Negativo 0,0 (0/319) 0,0 (0/223)
9 (0,0,0,8) (0,0, 1,1)
Prevalencia (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido

principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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Los calculos ajustados de rendimiento clinico del Aptima HPV Assay, incluidos los calculos
de sensibilidad, especificidad, y valor de prediccion positivo (VPP) y negativo (VPN) para la
deteccion de 2CIN2 y 2CIN3 al inicio se muestran en la Tabla 42, al igual que los calculos
con la prueba comercial de DNA del HPV. Los calculos no ajustados de rendimiento clinico
se muestran en la Tabla 43. El Aptima HPV Assay y la prueba comercial de DNA del HPV
mostraron una sensibilidad similar, mientras que la especificidad fue significativamente
mayor con el Aptima HPV Assay (los IC del 95 % no se superponen). Los calculos de los
valores de prediccion del Aptima HPV Assay fueron clinicamente relevantes y similares a los
célculos de la prueba comercial de DNA del HPV. Los VPN fueron similares excepto para la
deteccién de 2CIN2, el VPP para el Aptima HPV Assay fue ligeramente mas elevado que el
VPP para la prueba comercial de DNA del HPV (4,5 % frente al 3,7 %).

Tabla 42: Poblacion NILM 2= 30 afios: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA
del HPV para la deteccion de 2CIN2 y =2CIN3 (calculos ajustados por el sesgo de verificacion) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Sensibilidad (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8,66,9)
Especificidad (%) 95,5 (95,1, 95,9) 93,7 (93,2, 94,2)
2CIN2 VPP (%) 4,5 (2,7,7,4) 3,7 (2,3,6,1)
VPN (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevalencia (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0,1,9)
Sensibilidad (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Especificidad (%) 95,4 (95,0, 95,8) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 VPP (%) 3,0 (1,6, 5,5) 2,3 (1,3,4,1)
VPN (%) 99,9 (98,3, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevalencia (%) 0,4 (0,0,1,2) 0,4 (0,0,1,3)
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Tabla 43: Poblacién NILM = 30 afos: rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de DNA
del HPV para la deteccién de 2CIN2 y =2CIN3 (calculos no ajustados) al inicio

Aptima HPV Assay Prueba de DNA del HPV
N=818 N=800*
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Sensibilidad (%) (174(;’2%) (48,1, 85,5) (18;’129) (62,4, 94,5)
Especificidad (%) (5463%’7098) (64,7, 71,2) (3;3’7881) (45,3, 52,3)
2CIN2 o 5,2 3,8
VPP (%) (14/269) (3,5, 6,6) (16/416) (2,9, 4,5)
98,9 99,2
0, ’ )
VPN (%) (543/549) (98,1, 99,5) (381/384) (98,1, 99,8)
Prevalencia (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
Sensibilidad (%) (19(3’191) (62,3, 98,4) (19(3’191) (62,3, 98,4)
Especificidad (%) (54687/5907) (64,6, 71,0) (3;38/’7589) (45,1, 52,0)
2CIN3 0 3,7 2,4
VPP (%) (10/269) (2,5, 4,3) (10/416) (1,6, 2,7)
99,8 99,7
0, ’ )
VPN (%) (548/549) (99,2, 100) (383/384) (98,9, 100)
Prevalencia (%) 1,3 (11/818) 1,4 (11/800)

*18 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV debido
principalmente a un volumen insuficiente de la muestra de citologia.
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La comparacion directa del Aptima HPV Assay en el Panther System y de la prueba
comercial de DNA del HPV muestra una sensibilidad similar y una especificidad mejorada de
forma estadisticamente significativa del Aptima HPV Assay frente a la prueba comercial de
DNA del HPV para la deteccion de =CINZ2, tal como indican las razones entre las tasas de
positivos verdaderos y falsos (Tablas 44 y 45, respectivamente).

Tabla 44: Poblacion NILM = 30 afios: razén de tasas de positivos verdaderos (Aptima HPV Assay/
prueba de DNA del HPV) para mujeres con =2CIN2 (calculos no ajustados) al inicio

Prueba de DNA del HPV
Total
Positivo Negativo
Positivo 13 1 14 (73,7 %)
Aptima HPV Assay

Negativo 3 2 5

Total 16 (84,2 %) 3 19

Razén de tasas de positivos verdaderos = 0,88 (14/16) (IC del 95 %: 0,65, 1,10)

Tabla 45: Poblacion NILM = 30 afios: razén de tasas de positivos falsos (Aptima HPV Assay/
prueba de DNA del HPV) para mujeres con <CIN2 (calculos no ajustados) al inicio

Prueba de DNA del HPV
Total
Positivo Negativo
Positivo 223 19 242 (31,0 %)
Aptima HPV Assay
Negativo 177 362 539
Total 400 (51,2 %) 381 781

Razon de tasas de positivos falsos = 0,61 (242/400) (IC del 95 %: 0,55, 0,66)

Poblacion NILM de 230 anos: rendimiento clinico del Aptima HPV Assay en el
Sistema Panther tras 3 afos de seguimiento

Habia 10.843 mujeres evaluables de 30 o mas afios de edad con resultados de citologia de
NILM y resultados validos para el Aptima HPV Assay al inicio que eran aptas para la fase de
seguimiento. De las mujeres sin 2CIN2, el 67,0 % (7.247/10.823) de las mujeres
completaron una visita de citologia de seguimiento en el afio 1, el 60,3 % (6.517/10.814) el
afio 2 y el 58,7 % (6.339/10.807) el afio 3. En general, el 58,8 % (6.375/10.843) de las
mujeres completaron el estudio (tuvieron =CIN2 al inicio o durante el seguimiento, y/o
completaron las visitas requeridas).

De las 10.843 mujeres, 511 (4,7 %) tuvieron resultados positivos para el Aptima HPV Assay
al inicio. De esas 511 mujeres, 255 (49,9 %) tuvieron un estado de la enfermedad positivo o
negativo a los 3 afos segun los resultados de la citologia o la colposcopia/biopsia. Las
10.332 mujeres restantes tuvieron resultados negativos para el Aptima HPV Assay al inicio.
De esas 10.332 mujeres, 5.946 (57,5 %) tuvieron un estado de la enfermedad positivo o
negativo a los 3 afos. De las 6.201 mujeres con estado de la enfermedad a los 3 afos, 47
mujeres tuvieron 2CINZ2 incluidas 23 con 2CIN3; 6.154 mujeres tuvieron un resultado normal/
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CIN1 segun el grupo de consenso de la revisidon histolégica. Los resultados iniciales del
Aptima HPV Assay y una prueba comercial de DNA del HPV, y el estado de la enfermedad
a los 3 afios (incluye la evaluacion inicial y de seguimiento) segun el grupo de consenso de
la revisidn histologica se presentan en la Tabla 46.

Tabla 46: Poblacién NILM = 30 afos: clasificacion de mujeres aptas para la fase de seguimiento
segun los resultados iniciales del Aptima HPV Assay, los resultados iniciales de la prueba de DNA
del HPV, y estado de la enfermedad (2CIN2, 2CIN3, Sin verificar) determinado en las fases inicial y
de seguimiento

Estado de la Estado de la Estado de la enfermedad sin
enfermedad enfermedad verificar
verificado: 2CIN2 verificado: 2CIN3
Resultado Prueba d Total d - -
del Aptima rueba de otal de Mujeres Muieres Mujeres Muieres
DNA del HPV| mujeres con uj con uj
HPV Assay sin enfer- sin enfer- | Perdido para el . R
enfer- enfer- L Indeterminado
medad medad medad medad seguimiento
(CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3)
Positivo Positivo 382 23 171 16 178 167 21
Positivo Negativo 97 1 48 1 48 44 4
Positivo Sin 32 2 10 1 11 17 3
resultado
Negativo Positivo 281 5 129 2 132 130 17
Negativo Negativo 9.452 15 5.476 3 5.488 3.756 205
Negativo Sin 599 1 320 0 321 264 14
resultado
Total 10.843 47 6.154 23 6.178 4.378 264

*Las mujeres con resultados citolégicos anormales durante el seguimiento y sin un resultado posterior del grupo de consenso
de la revision histoldgica, y las mujeres con una citologia inadecuada en su Ultima visita. 174 mujeres con estado
indeterminado de la enfermedad completaron el seguimiento segun el protocolo.

**631 mujeres con resultados del Aptima HPV Assay no tuvieron resultados de la prueba de DNA del HPV principalmente
debido a un volumen de muestra citoldgica insuficiente.

El riesgo acumulado a los tres afios de enfermedad (=CIN2 and =CIN3) se basa en la
estimacion de Kaplan-Meier (andlisis de tabla de vida) e incluye la enfermedad detectada al
inicio o en el seguimiento. Las mujeres que tuvieron alguna indicacién de enfermedad (ASC-
US o resultados citolégicos mas graves), pero son resultado del grupo de consenso de la
revision histologica fueron incluidas en el analisis mediante el uso de un método de
imputacion multiple para predecir el numero de mujeres con enfermedad que se habria
identificado si las mujeres se hubieran sometido a una colposcopia.

Las estimaciones del riesgo absoluto y relativo acumulado a los 3 afios para la deteccion de
2CIN2 y 2CIN3 se muestran en la Tabla 47.
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Tabla 47: Poblacion NILM = 30 afios: riesgos absoluto y relativo* acumulado a los 3 afios de 2CIN2
y 2CIN3 para resultados del Aptima HPV Assay y una prueba de DNA del HPV al inicio

Resultado del

Aptima HPV Assay

Prueba de DNA del HPV

Riesgo absoluto

Riesgo relativo

Riesgo absoluto

Riesgo relativo

ensayo (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Positivo 7,90 6,43
(5,50, 11,27) 24.45 (4,50, 9,14) 22.71
2CIN2 Negativo 0,32 (13,85, 43,15) 0,28 (12,20, 42,30)
9 (0,21,0,51) (0,17, 0,47)
Prevalencia (%) 0,68 0,68
Positivo 523 4.14
(3,34, 8,13) 57,11 (2,62, 6,52) 51,34
2CIN3 Neaativo 0,09 (21,09, 154,62) 0,08 (17,74, 148,58)
9 (0,04, 0,23) (0,03, 0,22)
Prevalencia (%) 0,34 0,35

*Los riesgos acumulados a los 3 afios ajustados para otros posibles sesgos fueron similares a los riesgos en esta tabla.
Debido a las diferencias anticipadas en los riesgos en el afio 1 y en el afio 2 para los dos grupos de mujeres en el estudio de
seguimiento (aquellas con colposcopia el inicio y aquellas sin colposcopia al inicio), solo se notificé el riesgo acumulado a los
tres afios para los grupos combinados.

La prevalencia acumulada a los 3 anos de 2CIN2 y =CIN3 en mujeres con resultados
citologicos de NILM al inicio fue de 0,68 % y 0,34 %, respectivamente. El riesgo relativo de
>CIN2 era 24,45 (IC del 95 %: 13,85, 43,15), lo que indica que una mujer con positivo para
el Aptima HPV Assay tiene 22,55 veces mas probabilidades de tener =2CIN2 que una mujer
con negativo para el Aptima HPV Assay. El riesgo relativo de 2CIN3 era 57,11 (IC del 95 %:
21,09, 154,62).
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Rendimiento clinico del Aptima HPV Assay con muestras de citologia en solucion
SurePath

Se recogieron muestras de citologia en solucion SurePath de mujeres canadienses (n=558)
remitidas para seguimiento debido a: uno o mas resultados de citologia anormales, infeccién
por HPV u otros motivos. Se transfirié una alicuota (0,5 ml) de cada muestra a un tubo de
transferencia de muestras Aptima y después se tratd con la solucién de transferencia
Aptima. Se analizé una sola réplica de cada muestra con el Aptima HPV Assay. Ademas, se
extrajo una alicuota (1 ml) mas de cada muestra para evaluarla con una prueba comercial
de PRC del HPV. Se calculd la sensibilidad clinica para la deteccién de la enfermedad,
definida como un resultado histolégico =CIN3, tanto para el Aptima HPV Assay como para la
prueba de PCR del HPV, como se muestra en la Tabla 48, con los valores de prediccién
positivos y negativos.

Tabla 48: Rendimiento del Aptima HPV Assay y de una prueba de PRC del HPV para la deteccién
de =CIN3

Aptima HPV Assay Prueba de PRC del HPV
N=558 N=558
Rendimiento Calculo (IC del 95 %) Calculo (IC del 95 %)
Sensibilidad (%) (2853’2%) (72,8 - 96,3) (2859;’2:2) (72,8 - 96,3)
Especificidad (%) (3151%730) (54,4 - 62,8) (2;0%;5130) (44,8 - 53,3)
10,2 8,5
o, ’ - ’ -
VPP (%) (25/244) (8,4-11,7) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
o, ’ - ’ -
VPN (%) (311/314) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevalencia (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Rendimiento del Aptima HPV Assay con muestras recogidas con el kit de recogida y
transporte de muestras de citologia

Se recogieron muestras clinicas positivas y negativas para el HPV de alto riesgo de
poblaciones examinadas (visitas de rutina) y remitidas (visita de colposcopia) con el kit
CSCT Aptima y se analizaron con el Aptima HPV Assay en el Panther System y el
Tigris DTS System utilizando dos lotes de reactivos. La concordancia entre el Panther
System y el Tigris DTS System para muestras de CSCT se muestra en la Tabla 49.

Para las muestras de CSCT, la concordancia global entre el Panther System y el Tigris DTS
System fue > 98 %, como se muestra en la Tabla 49. De las 632 muestras clinicas, 69 fueron
CIN2+ y 38, CIN3+. La sensibilidad del Aptima HPV Assay para la deteccién de CIN2+ fue
del 97,1 % (IC del 95 %: 90,0 %-99,2 %) en el sistema Panther y del 98,6 % (IC del 95 %:
92,2 %-99,7 %) en el Tigris DTS System. La sensibilidad para la deteccién de CIN3+ fue del
100 % (IC: 90,8 %-100 %) tanto en el sistema Panther como en el Tigris DTS System.
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Tabla 49: Concordancia de los resultados del Aptima HPV Assay con muestras de CSCT Aptima

analizadas en el Tigris DTS System y el Panther System

Tigris DTS System
Positivo Negativo Total
Positivo 490 3 493
Sistema Panther
Negativo 9 130 139
Total 499 133 632

Concordancia global = 98,1 % (IC 96,7-98,9)
Concordancia positiva = 98,2 % (IC 96,6-99,0)
Concordancia negativa = 97,7 % (IC 93,6-99,2)

Sensibilidad analitica

El limite de deteccién (LD) en el valor de corte clinico es la concentracién de RNA del HPV
que arroja un resultado positivo (superior al valor de corte clinico) el 95 % de las veces. El
LD del Aptima HPV Assay se determiné analizando grupos de muestras de dilucion de
transcritos in vitro (IVT) para cada uno de los 14 genotipos de alto riesgo y 4 lineas
celulares infectadas con el HPV: SiHa, HelLa, MS751 y ME180 (ATCC, Manassas, Virginia).
Para los grupos de muestras de IVT, los medios de transporte de las muestras se
enriquecieron con IVT a distintas concentraciones y luego se diluyeron con muestras
individuales de citologia en soluciéon ThinPrep negativas antes de su analisis. Para los
grupos de muestras celulares infectadas con HPV, las mezclas de muestras de citologia en
solucion ThinPrep negativas para el HPV se enriquecieron con células infectadas con HPV a
distintas concentraciones y luego se diluyeron con medios de transporte de muestras antes
de su analisis. Se analizaron treinta réplicas de cada nivel de copias con cada uno de los
dos lotes de reactivos, para un total de 60 réplicas. Se realizaron analisis durante 17 dias,
con 1 a 12 ciclos por dia y 5 réplicas de un genotipo y una concentracion dados analizadas
en cada ciclo. Se calculé el limite de deteccion del 95 % a partir del analisis de regresion
Probit de los resultados de positividad de cada grupo de muestras de dilucion.

Los resultados del analisis de regresion Probit en la Tabla 50 muestran que los tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 59 y 68 del HPV tienen limites de deteccion del 95 % inferiores a
100 copias/reaccion, y que los tipos 52, 58 y 66 tienen limites de deteccién del 95 % entre 100
y 500 copias/reaccién. Las cuatro lineas celulares analizadas tuvieron limites de deteccién del
95 % inferiores a 1 célula/reaccion.

Aptima HPV Assay 78

AW-14517-301 Rev. 007



Aptima”

Rendimiento del ensayo en el Panther System

Tabla 50: Limite de deteccién en el valor de corte clinico del Aptima HPV Assay

Diana Limite de deteccion*
(IC del 95 %)

HPV 16 49,4 (37,1 -73,0)
HPV 18 44,0 (34,4 -62,1)
HPV 31 32,5(23,2-52,1)
HPV 33 67,5 (48,8 - 106,2)
HPV 35 32,7 (23,6 -51,4)
HPV 39 20,9 (16,3 - 29,5)
HPV 45 37,1(27,9-54,7)
HPV 51 51,1 (36,3-83,9)
HPV 52 410,2 (310,7 - 595,1)
HPV 56 59,4 (46,7 - 81,5)
HPV 58 124,1 (90,7 - 190,1)
HPV 59 81,1(61,9 - 116,6)
HPV 66 118,5 (83,2 - 202,0)
HPV 68 22,4 (17,1 -32,4)

SiHa 0,25 (0,19 - 0,36)

HelLa 0,11 (0,09 - 0,14)
ME180 0,10 (0,08 - 0,16)
MS751 0,17 (0,14 - 0,25)

*Copias por reaccién para los transcritos in vitro y células por reaccién para las lineas celulares
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Precision del ensayo

La precisién del Aptima HPV Assay se evalud en dos estudios con el mismo grupo de
muestras de 20 miembros. El estudio 1 se realizé en 3 centros, 2 externos y 1 interno, y el
estudio 2 se realiz6 internamente. El grupo de muestras incluyé 13 miembros positivos para
el HPV con concentraciones iguales o superiores al limite de deteccion del ensayo
(positividad esperada: =2 95 %), 3 miembros positivos para el HPV con concentraciones
inferiores al limite de deteccién del ensayo (positividad esperada: >0 % a <25 %), y
4 miembros negativos para el HPV. Los miembros del grupo de muestras positivas para el
HPV se prepararon afiadiendo transcritos in vitro (IVT) de RNA a solucion PreservCyt diluida
con medio de transporte de muestras (Specimen Transport Medium, STM) o células
cultivadas (SiHa, HelLa, y MS751; ATCC, Manassas, Virginia) infectadas con HPV en una
mezcla de muestras de citologia negativas en solucion ThinPrep diluidas con STM. Los
miembros del grupo de muestras negativos para el HPV se prepararon con solucién
PreservCyt o con una mezcla de muestras negativas de citologia en solucion ThinPrep
diluidas con STM.

En el estudio 1, 2 usuarios de cada uno de los 3 centros de andlisis (1 instrumento por
centro) analizaron 1 lista de trabajo del Aptima HPV Assay al dia durante 3 dias con cada
uno de los 3 lotes de reactivos. Cada lista de trabajo contenia 3 réplicas de cada uno de los
miembros del grupo de muestras de reproducibilidad. Se analizaron ciento ocho (108) tubos
de muestra individuales para cada miembro del grupo de muestras (3 centros x
1 instrumento x 2 técnicos x 2 lotes x 3 listas de trabajo x 3 réplicas). En el estudio 2, los
analisis se llevaron a cabo internamente durante 13 dias, con un total de 162 reacciones
analizadas por cada miembro del grupo de muestras (1 centro x 3 instrumentos x 3 técnicos
x 3 lotes x 2 listas de trabajo x 3 réplicas).

Los miembros del grupo de muestras se describen en la Tabla 51a (miembros del grupo de
muestras con resultados positivos esperados) y en la Tabla 51b (miembros del grupo de
muestras con resultados negativos esperados), junto con un resumen de la concordancia
con los resultados esperados y los valores de S/CO del analito en los percentiles 2,5° 50° y
97,5° de la distribucion de S/CO. La variabilidad de la S/CO del analito para los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados se muestra en la Tabla 52 para el
estudio 1 y en la Tabla 53 para el estudio 2.
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Tabla 51a: Estudios 1 y 2 de precision del Aptima HPV Assay: descripcidén del grupo de muestras,
concordancia positiva y distribucién percentil de los valores de S/CO del analito para los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Descripcion del grupo
de muestras
(copias o
células/reaccién)

Estudio 1

(3 centros de analisis)

Estudio 2

(1 centro de analisis)

% de concordancia

positiva
(IC del 95 %)

% de concordancia

positiva
(IC del 95 %)

Muestra clinica 1 positiva
alta para el HPV

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (161/161)
(97,7, 100)

Muestra clinica 2 positiva
alta para el HPV

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

HPV 16 IVT
(1.830 copias)

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (161/161)
(97,1, 100)

HPV 18 IVT
(1.550 copias)

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

Muestra clinica 1 positiva
baja para el HPV

94,4 (101/107)
(88,3, 97,4)

89,5 (145/162)
(83,3, 93,3)

Muestra clinica 2 positiva
baja para el HPV

88,0 (95/108)
(80,5, 92,8)

92,0 (149/162)
(86,8, 95,3)

Muestra clinica 3 positiva
baja para el HPV

100 (108/108)
(96,6, 100)

97,5 (157/161)
(93,8, 99,0)

Muestra clinica 4 positiva
baja para el HPV

90,7 (98/108)
(83,8, 94,9)

92,6 (150/162)
(87,5, 95,7)

HPV 16 IVT
(183 copias)

100 (102/102)
(96,4, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

HPV 18 IVT
(155 copias)

100 (108/108)
(96,6, 100)

100 (159/159)
(97,6, 100)

Células MS751
(0,63 células)

100 (108/108)
(96,6, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

Células HelLa
(0,35 células)

100 (108/108)
(96,6, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

Células SiHa
(0,90 células)

87,9 (94/107)
(80,3, 92,8)

89,5 (145/162)
(83,8, 93,3)

IVT = transcrito in vitro

*% de concordancia positiva esperado ~95 %; la concordancia observada fue menor, lo que podria deberse posiblemente a la
variabilidad en la fabricacion del miembro del grupo de muestras.
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Tabla 51b: Estudios 1 y 2 de precisién del Aptima HPV Assay: descripcion del grupo de muestras,
concordancia negativa y distribucion percentil de los valores de S/CO del analito para los miembros
del grupo de muestras con resultados negativos esperados

Estudio 1 Estudio 2
Descripcion del grupo de | (3 centros de analisis) | (1 centro de analisis)
muestras
(copias o % de concordancia % de concordancia
células/reaccion) negativa negativa

(IC del 95 %)

(IC del 95 %)

Células MS751
(0,005 células)

87,0 (94/108)
(79,4, 92,1)

93,8 (152/162)
(89,0, 96,6)

Células SiHa
(0,008 células)

97,2 (105/108)
(92,1, 99,1)

95,7 (155/162)
(91,4, 97,9)

Células HeLa

70,4 (76/108)

67,3 (109/162)

(0,02 células) (61.2,78,2) (59,8, 74,0)
Muestra clinica 1 negativa 99,1 (107/108) 100 (162/162)
para el HPV (94,9, 99,8) (97,7, 100)

Muestra clinica 2 negativa
para el HPV

97,2 (105/108)
(92,1, 99,1)

100 (162/162)
(97,7, 100)

Solucion PreservCyt 1

99,1 (107/108)
(94,9, 99,8)

100 (162/162)
(97,7, 100)

Solucién PreservCyt 2

99,1 (107/108)
(94,9, 99,8)

100 (161/161)
(97,7, 100)

IVT = transcrito in vitro.

*% de concordancia negativa esperado > 75 % y < 100 %.

Aptima HPV Assay

82

AW-14517-301 Rev. 007



Aptima”

Rendimiento del ensayo en el Panther System

Tabla 52: Estudio 1 de precision del Aptima HPV Assay: variabilidad de la sefial para los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Descripcion del grupo Entre Entre Entre listas | Intra-listas
de muestras instrumentos| técnicos Entre lotes de trabajo de trabajo Total
(copias o S/CO

células/reaccion) n | medio | DE |CV(%)| DE |CV(%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%) DE |cV (%)

Muestra clinica 1 positiva | ;7. 5q34 | 000 | 00 |000| 00 |143| 49 |187| 64 |149| 51 |279| 95
alta para el HPV

Muestra clinica 2 positiva | ;7. | 3009 | 055 | 18 |000| 00 |106| 35 |073| 24 |221| 7.3 |261]| 87
alta para el HPV
HPV 16 IVT 107*| 11,20 | 0,09 | 08 |016| 14 |003| 03 [014| 13 |046| 41 |052| 46
(1.830 copias)
HPV 18 VT 107+| 14,89 | 018 | 12 |000| 00 |020| 13 |014| 09 |153| 103 |156| 105
(1.550 copias)

Muestra clinica 1 positiva | .. 554 | 900 | 00 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |323| 392 |323] 392
baja para el HPV

Muestra clinica 2 positiva | 1o | 757 | 000 | 00 [041| 58 |000| 00 |000| 00 |457| 647 | 459/ 650
baja para el HPV

Muestra clinica 3 positiva | 1q | 1653 | 026 | 25 |000| 00 |000| 00 |132| 129 |323| 316 | 349 | 34,2
baja para el HPV

Muestra clinica 4 positiva | 1q | 4 58 | 050 | 107 |020| 42 |000| 00 |099| 211 |302| 646 | 322 689
baja para el HPV
HPV 16 IVT 102*| 11,09 [ 0,08 | 07 |000| 00 |000| 00 |026| 23 |054| 49 |061| 55
(183 copias)
HPV 18 IVT 108 | 11,78 | 0,00 | 00 |043| 37 |000| 00 |1,12| 95 | 1,97 | 167 | 230 | 196
(155 copias)
Células MS751 108 | 10,73 | 0,00 | 00 |059| 55 |072| 67 |082| 7.6 |186| 17,3 | 223 | 20,8
(0,63 células)
Células HeLa 108 | 6,78 |0,00| 00 |[056| 83 |000| 00 |123| 182 | 3,08 | 455 | 3,37 | 49,7
(0,35 células)
Células SiHa 107*| 7,74 |037| 48 |000| 00 |000| 00 [000]| 00 |3,85]| 49,8 |3,87| 50,1
(0,90 células)

*Doce muestras tuvieron resultados no vélidos con el Aptima HPV Assay (1 para la muestra clinica 1 positiva alta para el HPV,
1 para la muestra clinica 2 positiva alta para el HPV, 1 para HPV 16 IVT (1.830 copias), 1 para HPV 18 IVT (1.550 copias),
1 para la muestra clinica 1 positiva baja para el HPV, 6 para HPV 16 IVT (183 copias) y 1 para células SiHa (0,90 células)).

CV = coeficiente de variacion; IVT = transcrito in vitro; DE = desviacion estandar

Nota: La variabilidad debida a varios factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede suceder si la variabilidad
debida a esos factores es muy pequena. En estos casos, la DE y el CV se indican como cero.
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Tabla 53: Estudio 2 de precision del Aptima HPV Assay: variabilidad de la sefial para los miembros
del grupo de muestras con resultados positivos esperados

Descripcién del grupo Entre Entre Entre listas | Intra-listas
de muestras instrumentos | técnicos Entre lotes de trabajo de trabajo Total
(copias o S/CO
células/reaccion) n | medio | DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)| DE |CV (%)

Muestra clinica 1 positiva

161*| 26,81 | 0,75 | 2,8 | 0,00 | 00 | 0,91 34 |048 | 18 | 184 | 69 |224| 83
alta para el HPV

Muestra clinica 2 positiva

162 | 28,83 (0,00 | 0,0 |0O00| 00 |09 | 33 |065| 23 |235| 82 |[262]| 91
alta para el HPV

HPV 16 IVT

. 161*| 11,07 | 014 | 12 |000| 00 |005| 05 |016| 14 |032| 29 [039| 35
(1.830 copias)

HPV 18 IVT

. 162 | 13,34 | 0,14 | 11 |012| 09 |100| 75 |031| 23 |075| 56 |131| 98
(1.550 copias)

Muestra clinica 1 positiva

- 162 | 757 |05 | 75 |055| 73 |063| 83 |000| 00 |361]| 47,7 |3,75| 495
baja para el HPV

Muestra clinica 2 positiva

X 162 | 7,59 |000| 00 (0O00| OO0 |0O00| OO0 |O00| 00 |525]| 69,2 |5,25]| 69,2
baja para el HPV

Muestra clinica 3 positiva

- 161*| 8,83 |000(| 00 |0O00| 00 |026| 30 |000| 00 |348 | 394 |349| 395
baja para el HPV

Muestra clinica 4 positiva

X 162 | 4,95 |000| 00 (0O00| 00 |0O75| 152 |000| 00 |335]| 676 |343| 693
baja para el HPV

HPV 16 IVT

. 162 | 11,02 | 0,13 | 1,2 | 0,11 1,0 1012 | 11 013 | 12 | 054 | 49 [059| 54
(183 copias)

HPV 18 IVT

- 159*| 11,40 |0,16| 14 |017 | 15 |121| 106 |023| 20 |1,17| 10,3 | 1,72 | 150
(155 copias)

Células MS751

. 162 | 9,87 (076 | 77 |(000| OO0 |065| 66 |065| 66 |141| 143 |185]| 187
(0,63 células)

Células HeLa

i 162 | 7,80 |(055| 70 |(000| OO0 |085| 109 [0,00| 00 |244| 313 |2,65| 339
(0,35 células)

Células SiHa

. 162 | 7,30 [032| 43 |(000| 00 |093 | 12,7 1,04 | 143 |3,49| 47,8 | 3,77 | 517
(0,90 células)

*Seis muestras tuvieron resultados no validos con el Aptima HPV Assay (1 para la muestra clinica 1 positiva alta para el HPV,
1 para HPV 16 IVT (1.830 copias), 1 para la muestra clinica 3 positiva baja para el HPV, 3 para HPV 18 IVT (155 copias)).

CV = coeficiente de variacion; IVT = transcrito in vitro; DE = desviacion estandar

Nota: La variabilidad debida a varios factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede suceder si la variabilidad
debida a esos factores es muy pequefia. En estos casos, la DE y el CV se indican como cero.

Reactividad cruzada

Los analisis con microorganismos que podrian producir reacciones cruzadas en el Aptima
HPV Assay se llevaron a cabo en el Tigris DTS System. Los resultados se presentan en
Reactividad cruzada (Tabla 28), en el apartado Tigris DTS System.

Interferencias

Los analisis con sustancias que podrian interferir con el Aptima HPV Assay se llevaron a
cabo en el Tigris DTS System. Los resultados se presentan en Interferencias (Tabla 29), en
el apartado Tigris DTS System.
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