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Informagoes gerais

Utilizagao prevista

O Aptima HPV Assay (Ensaio do HPV Aptima) é um teste com sonda de amplificagdo do acido
nucleico alvo para a detecgao qualitativa in vitro do RNA mensageiro (messenger RNA, mRNA)
viral E6/E7 de 14 tipos de alto risco do virus do papiloma humano (human papillomavirus, HPV)
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68). O Aptima HPV Assay ndo discrimina entre os

14 tipos de alto risco.

» O Aptima HPV assay esta indicado para utilizagao na seleccdo de doentes com
resultados do exame de papanicolau com ASC-US (células escamosas atipicas de
significado indeterminado) para determinar a necessidade para encaminhamento para
colposcopia. Os resultados deste teste ndo se destinam a impedir que as mulheres
prossigam para colposcopia.

» O Aptima HPV assay pode ser utilizado com citologia cervical para seleccionar por
associacao (co-testes) para avaliar a presenga ou auséncia de tipos de HPV de alto
risco. Esta informacao, juntamente com a avaliagao do historial de citologia por parte do
médico, outros factores de risco e directrizes profissionais, pode ser utilizada para guiar
a gestao dos doentes.

» O Aptima HPV assay pode ser utilizado como teste de selecgao principal de primeira
linha, com ou sem citologia cervical, para identificar mulheres com maior risco de
desenvolvimento de cancro do colo do uUtero ou de presenca de doencga de alto grau.
Esta informacéo, juntamente com a avaliacdo do historial de selec¢gao do doente por
parte do médico, outros factores de risco e directrizes profissionais, pode ser utilizada
para guiar a gestao dos doentes.

Os espécimes cervicais colhidos em frascos do exame de Papanicolau ThinPrep™ com Solugao
PreservCyt” podem ser testados com o Aptima HPV Assay antes ou depois do processamento
do teste de Papanicolau, bem como os espécimes cervicais colhidos com o Kit Aptima de
Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais. O ensaio pode ser utilizado para testar estes
tipos de espécimes quer com os Sistemas de amostragem directa a partir do tubo (Direct Tube
Sampling, DTS), com o Tigris DTS System ou com o Panther System. Os espécimes do colo
do utero colhidos no Fluido Conservante SurePath podem ser analisados com o Aptima HPV
Assay no Tigris DTS System e no Panther System.

Resumo e explicagao do teste

O cancro do colo do utero € um dos tipos de cancro feminino mais comuns em todo o
mundo. O HPV é o agente etioldgico responsavel por mais de 99% de todos os cancros do
colo do utero."?* O HPV é um virus de DNA comum, sexualmente transmissivel, e
constituido por mais de 100 gendtipos.*

O genoma viral do HPV é um DNA circular de cadeia dupla com um comprimento aproximado
de 7900 pares de bases. O genoma tem oito grelhas de leitura aberta sobrepostas. Ha seis
genes precoces (E), dois genes tardios (L) e uma longa regido de controlo ndo traduzida.
Os genes L1 e L2 codificam as proteinas das capsides major e minor. Os genes precoces
regulam a replicagao viral do HPV. Os genes E6 e E7 dos gendétipos de alto risco do HPV séo
oncogenes conhecidos. As proteinas expressas do mRNA policistronico E6/E7 alteram as
fungdes das proteinas celulares p53 e retinoblastoma, dando origem a falha dos pontos de
verificagdo do ciclo celular e a instabilidade do genoma da célula.>®
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Catorze dos genotipos do HPV sao considerados patogénicos ou de alto risco para doenca
do colo do utero.” Diversos estudos tém associado os genétipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 a progressao da doenca.*** Os doentes que apresentem uma

infecgdo persistente com um desses tipos possuem um maior risco de desenvolver displasia
grave ou carcinoma do colo do utero.”®

As infecgbes por HPV sdo muito comuns e a maioria das mulheres irdo eliminar infeccoes
por HPV no prazo de 6 a 12 meses.* " A presenga de acido nucleico de HPV nao significa
que estejam presentes displasia do colo do utero ou cancro do colo do utero. Uma
abordagem mais eficaz a detecgdo de doenca cervical consiste em visar os elementos
oncogénicos do HPV que fomentam a infecgao viral persistente e a transformacéao celular.?

Desempenho clinico do Aptima HPV Assay na selecc¢ao principal para cancro do colo do
utero

O desempenho clinico do Aptima HPV assay, quando utilizado numa modalidade de
seleccao principal, foi investigado em varios estudos por investigadores independentes.
Treze publicagdes revistas por homologos™ ' ' 115 16.17.18.19, 20,21, 2,33 g partir de dez estudos
clinicos separados indicam o desempenho do Aptima HPV na selecg¢ao principal de
mulheres inscritas em nove paises (China, Canada, Franga, México, Inglaterra, Dinamarca,
Holanda, EUA e Alemanha). Os dados destes estudos mostram que o Aptima HPV tem um
desempenho clinico semelhante comparativamente a outros testes HPV clinicamente
validados quando utilizado para selecg¢ao principal para pré-cancro e cancro do colo do
utero.

Principios do procedimento

O Aptima HPV Assay envolve trés passos principais, 0s quais ocorrem num unico tubo:
captagao do alvo, amplificagdo do alvo por amplificagdo mediada por transcricao
(Transcription-Mediated Amplification, TMA)," e deteccido dos produtos de amplificacdo pelo
ensaio de proteccdo da hibridacao (Hybridization Protection Assay, HPA).* O ensaio
incorpora um controlo interno (Internal Control, IC) para controlar a captagdo, amplificagao e
detecgao do acido nucleico, bem como o erro do operador ou do instrumento.

Os espécimes sao colhidos ou transferidos para um tubo que contém um meio de transporte
de espécimes (specimen transport media, STM) que submete as células ao processo de lise,
liberta 0 mMRNA e o protege da degradagdo durante a conservacdo. Quando se executa o
Aptima HPV Assay, o mRNA alvo é isolado do espécime através da utilizagdo de oligdmeros
de captacao que estdo ligados a microparticulas magnéticas. Os oligémeros de captacao
contém sequéncias complementares para regides especificas das moléculas alvo do mRNA do
HPV, bem como uma cadeia de residuos de desoxiadenosina. Durante o passo de hibridagéo,
as regides especificas das sequéncias dos oligdbmeros de captacdo ligam-se a regides
especificas das moléculas alvo do mRNA do HPV. O complexo do oligémero de captagéo/alvo
€ entdo captado e retirado da solucao reduzindo a temperatura da reacg¢ao para a temperatura
ambiente. Esta reducdo da temperatura permite que a hibridagao ocorra entre a regido da
desoxiadenosina no oligébmero de captacao e as moléculas de polidesoxitimidina que estéao
ligadas por covaléncia as particulas magnéticas. As microparticulas, incluindo as moléculas
alvo do mRNA do HPV captadas ligadas a elas, sdo arrastadas para a parte lateral do tubo de
reacgao pela utilizacdo de imanes e o sobrenadante é aspirado. As particulas sdo lavadas
para remover a matriz de espécime residual que possa conter inibidores de amplificacéao.
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Terminada a captacédo do alvo, o mRNA do HPV é amplificado por TMA, que é um método
de amplificacdo do acido nucleico baseado na transcricdo e que utiliza duas enzimas:

a transcriptase reversa MMLV e a polimerase do RNA T7. A transcriptase reversa € utilizada
para gerar uma copia do DNA da sequéncia alvo do mRNA contendo uma sequéncia
promotora para a polimerase do RNA T7. A polimerase do RNA T7 produz varias copias do
produto de amplificacdo do RNA a partir do modelo da copia do DNA.

A deteccado do produto de amplificagédo é feita através do HPA utilizando sondas de &cido
nucleico de cadeia simples marcadas por quimioluminescéncia que sdo complementares do
produto de amplificacdo. As sondas de acido nucleico marcadas sao hibridadas
especificamente no produto de amplificagdo. O Reagente de Seleccao diferencia entre
sondas hibridadas e nao hibridadas através da desactivacdo da marca nas sondas nao
hibridadas. Durante o passo de deteccéo, a luz emitida a partir dos hibridos RNA:DNA
marcados é medida como sinais de fotdes denominados Unidades de Luz Relativa (Relative
Light Units, RLU) num lumindmetro. Os resultados finais do ensaio s&o interpretados com
base no sinal para “cutoff’ (S/CO) do analito.

O IC é adicionado a cada reacgao através do Reagente de Captagéo do Alvo. O IC controla os
passos da captagdo, amplificacado e detecgao do alvo do ensaio. O sinal de IC de cada reaccéo
é distinguido do sinal do HPV pela diferente cinética de emissao de luz de sondas com marcas
distintas.”® O produto de amplificacdo especifico do IC é detectado utilizando uma sonda com
uma emissao de luz rapida (sinal intermitente). O produto de amplificagdo especifico do HPV é
detectado com a utilizagdo de sondas com cinética de emissao de luz relativamente mais lenta
(sinal continuo). O ensaio cinético Dual (Dual Kinetic Assay, DKA) é um método usado para
diferenciar entre os sinais das marcas do sinal intermitente e do sinal continuo.”

Adverténcias e precaugoes
A. Para utilizagao em diagnéstico in vitro.

B. Para uso profissional.

C. Para obter adverténcias e precaugdes especificas, consulte os manuais de instrugées do
Tigris DTS System e do Panther System.

Relacionados com o laboratério
D. Utilize apenas os artigos de laboratério descartaveis que sejam fornecidos ou especificados.

E. Empregue todas as precaucdes laboratoriais de rotina. Nao coma, ndo beba nem fume
nas areas de trabalho designadas. Utilize luvas sem p6 descartaveis, proteccédo ocular e
batas de laboratério quando manusear espécimes e reagentes de um kit. Lave bem as
maos depois de manusear os espécimes e os reagentes do kit.

F. Adverténcia: Irritante e Corrosivo: Evite o contacto do Auto Detect 2 com a pele, olhos
e membranas mucosas. Se este fluido entrar em contacto com a pele ou os olhos, lave
bem com agua a zona afectada. Se este fluido derramar, dilua o derrame com agua
antes de o limpar e secar.

G. As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento tém de ser regularmente
descontaminados com solug¢ao de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).
Consulte Procedimento de teste do Tigris DTS System ou Procedimento de teste no
Panther DTS System para obter mais informacdes.
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Relacionados com os espécimes

H. Mantenha as condi¢cbdes de temperatura adequadas durante o envio e conservagao dos
espécimes, de modo a garantir a integridade dos espécimes. A estabilidade do espécime
nao foi avaliada em condicbes de envio e conservagao para além das recomendadas.

I. As datas de validade indicadas nos kits e tubos de colheita/transferéncia de espécimes
referem-se ao local da colheita/transferéncia e nao as instalagbes de testes. Os espécimes
colhidos/transferidos a qualquer momento antes destas datas de validade sao validos para
efeitos de testes, desde que tenham sido transportados e conservados de acordo com o
folheto informativo apropriado, mesmo que estas datas de validade tenham passado.

J. Os espécimes podem ser infecciosos. Empregue Precaugdes Universais ao executar este
ensaio. Os métodos de manuseamento e eliminacdo adequados devem ser estabelecidos
pelo director do laboratério. Apenas o pessoal com a devida formagao no manuseamento
de materiais infecciosos deve ter permissao para realizar este procedimento.

K. Evite a contaminagao cruzada durante os passos de manuseamento dos espécimes.
Certifique-se de que os recipientes de espécimes nao entram em contacto uns com os
outros e deite fora os materiais usados sem passa-los por cima de recipientes abertos.
Mude de luvas se elas entrarem em contacto com o espécime.

L. Apos a perfuragao, o liquido pode esguichar pelas tampas dos tubos em certas
condi¢des. Consulte Procedimento de teste do Tigris DTS System ou Procedimento de
teste no Panther DTS System para obter mais informacdes.

M. Os espécimes de citologia liquida ThinPrep e de Colheita e Transporte de Espécimes do
Colo do Utero (Cervical Specimen Collection and Transport, CSCT) devem ser rejeitados
se tiver sido deixado um dispositivo de recolha no tubo de amostra.

N. Os espécimes de citologia liquida SurePath devem ser rejeitados se nao estiver presente
um dispositivo de colheita no frasco.

Relacionados com o ensaio

O. Armazene os reagentes as temperaturas especificadas. O desempenho do ensaio pode
ser afectado pela utilizacdo de reagentes conservados de forma incorrecta.

Evite a contamina¢do microbiana ou com ribonuclease dos reagentes.
Q. Nao utilize o kit apos a data de validade.

R. Nao troque, misture ou combine reagentes do ensaio ou calibradores de kits com
numeros de lote diferentes.

S. Os Fluidos do Aptima Assay, os Reagentes Aptima Auto Detect, o Conservante do Fluido
do Sistema Aptima (apenas para o sistema Tigris DTS) e os Controlos do Aptima HPV
assay (apenas para o sistema Tigris DTS) ndo fazem parte do lote mestre; qualquer lote
pode ser utilizado.

T. E necessario misturar bem os reagentes do ensaio para alcancar resultados exactos.
U. Tem de utilizar pontas com encaixes hidrofdbicos.

V. Alguns reagentes deste kit possuem simbolos de risco e seguranga nos rotulos.
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Nota: A comunicacdo dos perigos reflecte as classificagcbes das Fichas de Dados de
Seguranca (FDS) da UE. Consulte a FDS especifica da sua regido, disponivel na
Biblioteca de fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheet Library) em
www.hologicsds.com, para obter informag¢bes sobre a comunicagdo dos perigos
especifica para a sua regiéo.

Informagoes de perigo da UE

Reagente de seleccao

ACIDO BORICO 1% - 5%

Hidréxido de sédio < 1%

ATENGAO

H315 — Provoca irritagéo cutanea
H319 — Provoca irritagédo ocular grave

Reagente de captagao do alvo

EDTA 1% — 5%

H411 — Toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente

P280 — Usar protecgao ocular/protecgao facial

Requisitos de conservagao e manuseamento dos reagentes

Nao utilize reagentes que ultrapassem o prazo de validade indicado nos frascos. Consulte
outras instrugcdes de conservacio abaixo.

A. Os seguintes reagentes sdo conservados a uma temperatura de 2 °C a 8 °C (refrigerados)
apos a recepgao:

Reagente de Amplificagcdo do HPV
Reagente Enzimatico do HPV
Reagente de Sonda do HPV
Reagente de Controlo Interno do HPV
Calibradores positivos e calibradores negativos do HPV
Controlos positivos e negativos do HPV (apenas para o Tigris DTS System)
B. Os seguintes reagentes sao conservados a uma temperatura de 15 °C a 30 °C
(temperatura ambiente):
Solucdo de Reconstituicdo de Amplificacdo do HPV
Solucdo de reconstituicdo enzimatica do HPV
Solucdo de reconstituicdo de sondas do HPV
Reagente de captacédo do alvo do HPV
Reagente de selec¢cdo do HPV
Solugao de lavagem
Reagente de déleo
Tampao para o fluido de desactivacao
Reagente Auto Detect 1
Reagente Auto Detect 2
Conservante do Fluido do Sistema Aptima (apenas para o Tigris DTS System)
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C. Apos a reconstituicdo, os seguintes reagentes permanecem estaveis durante 30 dias
desde que conservados a uma temperatura de 2 °C a 8 °C:

Reagente de Amplificagdo do HPV
Reagente Enzimatico do HPV
Reagente de Sonda do HPV

D. O reagente de captacao do alvo de trabalho (working Target Capture Reagent, wTCR)
permanece estavel durante 30 dias desde que conservado a uma temperatura de 15 °C
a 30 °C. Nao refrigere.

E. Deite fora quaisquer reagentes reconstituidos e o wTCR néo utilizados apés 30 dias ou
apo6s a data de validade do lote principal, conforme o que ocorrer primeiro.

F. Os reagentes do Aptima HPV Assay permanecem estaveis durante 48 horas quando
conservados no Tigris DTS System.

G. Os reagentes do Aptima HPV Assay permanecem estaveis durante 72 horas quando
conservados no Panther System.

H. O Reagente de Sonda e o Reagente de Sonda Reconstituido sdo fotossensiveis.
Conserve os reagentes ao abrigo da luz.

I. N&o congele os reagentes.

Colheita e conservacgao de espécimes
A. Colheita e processamento de espécimes
Espécimes de citologia liquida ThinPrep

1. Efectue a colheita de espécimes do colo do Utero em frascos de exame de Papanicolau
ThinPrep que contenham Solugao PreservCyt com dispositivos de colheita tipo
vassoura ou escova/espatula de acordo com as instrucdes do fabricante.

2. Antes ou depois do processamento com o ThinPrep 2000 System, o ThinPrep 3000
System, o ThinPrep 5000 Processor, o ThinPrep 5000 Processor com Autoloader ou o
ThinPrep Genesis Processor, transfira 1 ml de espécime de citologia liquida ThinPrep
para um tubo de Transferéncia de Espécimes Aptima, de acordo com as instru¢des do
folheto informativo do Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima.

Espécimes de citologia liquida SurePath

1. Proceda a colheita de um espécime de citologia liquida SurePath de acordo com as
instrugcdes de utilizacdo do exame de Papanicolau SurePath e/ou do PrepStain System.

2. Transfira o espécime de citologia liquida SurePath para um tubo de Transferéncia de
Espécimes Aptima, de acordo com as instrugdes no folheto informativo do Kit de
Transferéncia de Espécies Aptima.

Espécimes do Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais
Proceda a colheita do espécime de acordo com as instru¢des de utilizagdo do Kit CSCT
Aptima.
B. Transporte e conservagao antes do teste
Espécimes de citologia liquida ThinPrep
1. Transporte os espécimes de citologia liquida ThinPrep a uma temperatura de 2 °C a 30 °C.
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2. Os espécimes devem ser transferidos para um Tubo de Transferéncia de Espécimes
Aptima num prazo de 105 dias apds a colheita.

3. Antes da transferéncia, os espécimes de citologia liquida ThinPrep devem ser conservados
a uma temperatura de 2 °C a 30 °C, e ndo mais de 30 dias a temperaturas acima de 8 °C.

4. Os espécimes de citologia liquida ThinPrep transferidos para um Tubo de Transferéncia
de Espécimes Aptima podem ser conservados a uma temperatura de 2 °C a 30 °C
durante um maximo de 60 dias.

5. Se for necessario um periodo de conservagdo mais longo, o espécime de citologia
liquida ThinPrep ou o espécime de citologia liquida ThinPrep diluido no tubo de
Transferéncia de Espécimes pode ser conservado a uma temperatura igual ou inferior a
-20 °C durante um maximo de 24 meses.

Espécimes de citologia liquida SurePath

1. Transporte os espécimes de citologia liquida SurePath a uma temperatura de 2 °C a 25 °C.

2. Os espécimes devem ser transferidos para um Tubo de Transferéncia de Espécimes
Aptima num prazo de 7 dias apos a colheita.

3. Antes da transferéncia, os espécimes de citologia liquida SurePath devem ser
conservados a temperaturas de 2 °C a 25 °C.

4. Os espécimes de citologia liquida SurePath transferidos para um tubo de Transferéncia
de Espécimes Aptima podem ser conservados a uma temperatura de 2 °C a 25 °C
durante um maximo de 7 dias.

Espécimes do Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais

1. Transporte e conserve os espécimes a uma temperatura de 2 °C a 30 °C durante um
maximo de 60 dias.

2. Se for necessario um periodo de conservagéo mais longo, os espécimes do kit de
transporte podem ser conservados a uma temperatura de -20 °C ou menos durante um
maximo de 24 meses.

C. Tratamento dos espécimes de citologia liquida SurePath

Nota: Os espécimes de citologia liquida SurePath tém de ser tratados com a Solugéo de
Transferéncia Aptima antes de serem analisados com o Aptima HPV Assay.

1. Solugao de Transferéncia Aptima

As amostras tratadas podem ser conservadas entre 2 °C e 8 °C durante até 17 dias antes
da realizagao de testes com o Aptima HPV Assay. Consulte mais detalhes no folheto
informativo do Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima.

D. Conservagao de espécimes apos o teste

1. Os espécimes que tenham sido analisados devem ser conservados na vertical num suporte.

2. Os tubos de espécimes devem ser tapados com uma barreira de plastico ou de folha de
aluminio nova e limpa.

3. Se os espécimes analisados tiverem de ser congelados ou transportados, retire a
tampa perfuravel e coloque novas tampas nao perfuraveis nos tubos de espécimes.
Se o0s espécimes tiverem de ser transportados para a realizagao de testes noutras
instalagdes, as temperaturas especificadas deverao ser mantidas. Antes de destapar
amostras que ja tenham sido testadas e novamente tapadas, os tubos de espécimes
devem ser centrifugados durante 5 minutos a 420 de Forga Centrifuga Relativa
(Relative Centrifugal Force, RCF) para levar todo o liquido para o fundo do tubo.

Nota: Os espécimes devem ser transportados de acordo com os regulamentos de
transporte nacionais e internacionais em vigor.
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Tigris DTS System

Tigris DTS System

Os reagentes para o Aptima HPV Assay estao indicados abaixo para o Tigris DTS
System. Os Simbolos de Identificagdo do Reagente também estao indicados ao lado do
nome do reagente.

Reagentes e materiais fornecidos
Kit do Aptima HPV Assay, 250 testes, Codigo de Produto 302611 (4 embalagens)

Os Calibradores e Controlos podem ser adquiridos em separado. Veja abaixo os cddigos de produto
das embalagens individuais.

Embalagem refrigerada do Aptima HPV
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C apds a recepg¢éao)

Simbolo Componente Quantidade
A Reagente de Amplificagdo do HPV 1 frasco
Acidos nucleicos néo infecciosos desidratados em solugéo
tamponada com < 5% de agente de volume.
E Reagente Enzimatico do HPV 1 frasco
Transcriptase reversa e polimerase do RNA desidratadas em
solugéo tamponada com HEPES com < 10% de reagente de
volume.
P Reagente de Sonda do HPV 1 frasco
Sondas de DNA quimioluminescentes ndo infecciosas
(< 500 ng/frasco) desidratadas em solugdo tamponada com
succinato contendo < 5% de detergente.
IC Reagente de Controlo Interno do HPV 1 frasco
Transcrito de RNA né&o infeccioso em solugdo tamponada com
< 5% de detergente.
Embalagem a temperatura ambiente do Aptima HPV
(conservar a uma temperatura de 15 °C a 30 °C apods a recep¢ao)
Simbolo Componente Quantidade
AR Solucgao de Reconstituicao de Amplificagao do HPV 1 frasco
Solugéo aquosa contendo conservantes.
ER Solugio de reconstituigdo enzimatica do HPV 1 frasco
Solugao tampao com HEPES contendo um agente
tensioactivo e glicerol.
PR Solugio de reconstituigdo de sondas do HPV 1 frasco
Solugéo tamponada com succinato contendo < 5% de detergente.
S Reagente de selecgdo do HPV 1 frasco
Solucédo tamponada com 600 mM de borato contendo agente
tensioactivo.
TCR Reagente de captagéo do alvo do HPV 1 frasco
Acido nucleico néo infeccioso numa solugédo tamponada
contendo fase sélida (< 0,5 mg/mi).
Colarinhos de Reconstituicdo 3
Ficha de Codigos de Barras do Lote Principal 1 folha

Aptima HPV Assay
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Embalagem de calibradores Aptima HPV (Cédigo de Produto 302554)
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C apods a recep¢ao)

Simbolo Componente Quantidade
PCAL Calibrador Positivo do HPV 5 frascos
Transcrito in vitro de HPV 16 né&o infeccioso a 1000 copias por
ml numa solugdo tamponada contendo < 5% de detergente.
NCAL  calibrador Negativo do HPV 5 frascos
Solugéo tamponada contendo < 5% de detergente.
Embalagem de controlos Aptima HPV (Cédigo do Produto 302556)
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C apés a recep¢ao)
Simbolo Componente Quantidade
PC Controlo Positivo do HPV 5 frascos
Células cultivadas HPV negativas e HPV positivas,
desactivadas e lisadas a 25 células por ml numa solugé&o
tamponada contendo < 5% de detergente.
NC Controlo Negativo do HPV 5 frascos

Células cultivadas HPV negativas, desactivadas e lisadas,
numa solugéo tamponada contendo < 5% de detergente.

Materiais necessarios, mas disponiveis separadamente

Nota: Os materiais disponiveis na Hologic tém a indicacdo do cdédigo de produto, a menos que seja

especificado em contrario.

Tigris DTS System
Kit de Fluidos do Aptima Assay

(Solugéo de Lavagem Aptima, Tampéo Aptima para Fluido de Desactivacdo e
Reagente de Oleo Aptima)

Kit Aptima Auto Detect

Kit de Conservante do Fluido do Sistema Aptima
Pontas, 1000 ul, condutoras, detecgéo de liquido
Kit de Execugédo do Tigris DTS System

Unidades Multitubos (Multi-tube Units, MTU)
Saco de Residuos de MTU-Pontas

Deflectores do Recipiente de Residuos de MTU
Tampas do Recipiente de Residuos de MTU

Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima

Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima — imprimivel

Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais
Tampas Perfuraveis Aptima

Tampas nao perfuraveis de substituicao

Tampas sobresselentes para solu¢des de reconstituicdo dos
Reagentes de Amplificagdo e de Sonda

Tampas sobresselentes para a solugdo de reconstituicdo do
Reagente Enzimatico

Tampas sobresselentes para o TCR e o Reagente de Selecgao

Cddigo de Produto

105118
302382

301048
302380
10612513 (Tecan)

301191
104772-02
900907
900931
105523
301154C
PRD-05110
302657
105668
103036A

CL0041

501616
CL0040
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Lixivia (minimo de 5% ou 0,7 M de solugdo de hipoclorito de s6dio)
Agua para o Tigris DTS System

Consulte o Tigris DTS System Operator’s Manual (Manual do Operador
do Tigris DTS System) para especificagbes

Luvas descartaveis

Kit de Solugdo de Transferéncia Aptima
(apenas para espécimes conservados em SurePath)

Materiais opcionais
Intensificador de Lixivia para limpeza

Procedimento de teste do Tigris DTS System

303658

Cddigo de Produto

302101

Nota: Consulte o Tigris DTS System Operator’s Manual (Manual do Operador do Tigris
DTS System) para mais informagdes sobre o procedimento do Tigris DTS System.

A. Preparacgao da area de trabalho

Limpe as superficies de trabalho onde serdo preparados os reagentes e as amostras.
Limpe as superficies de trabalho com 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solugéo de
hipoclorito de sédio. Deixe a solugcdo de hipoclorito de sédio entrar em contacto com as
superficies durante pelo menos 1 minuto e depois enxague com agua. Nao deixe a
solugao de hipoclorito de sodio secar. Cubra a superficie da bancada onde seréo
preparados os reagentes e as amostras com capas limpas e absorventes para bancadas

de laboratérios com forro plastico.

B. Preparacado dos reagentes de um novo kit

Nota: A Reconstituicdo dos Reagentes deve ser realizada antes de qualquer trabalho no

Tigris DTS System.

1. Para reconstituir os Reagentes de Amplificacdo, Enzimatico e de Sonda, combine os
frascos do reagente liofilizado com a solugéo de reconstituicao. Se estiverem
refrigeradas, deixe as solugdes de reconstituicdo alcancar a temperatura ambiente

antes de serem utilizadas.

a. Emparelhe cada solucéo de reconstituicido com o respectivo reagente liofilizado.
Antes de aplicar o colarinho de reconstitui¢ao, certifique-se de que a solugao de
reconstituicao e o reagente liofilizado tém cores de etiqueta correspondentes.

b. Verifique os numeros do lote na Ficha de Cddigos de Barras do Lote Principal para

garantir que estao emparelhados os reagentes adequados.

c. Abra o frasco do reagente liofilizado e insira bem a extremidade com entalhe do
colarinho de reconstituicao na abertura do frasco (Figura 1, Passo 1).

d. Abra a solucdo de reconstituicdo correspondente e coloque a tampa sobre uma

superficie de trabalho limpa e coberta.

e. Segurando o frasco de solugdo na bancada, insira bem a outra extremidade do
colarinho de reconstituicao na abertura do frasco (Figura 1, Passo 2).

f. Inverta suavemente os frascos montados. Deixe a solugdo vazar do frasco para o

frasco de vidro (Figura 1, Passo 3).

g. Agite suavemente a solugéo no frasco para a misturar bem. Evite criar espuma

quando agitar o frasco (Figura 1, Passo 4).

Aptima HPV Assay 11
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h. Aguarde que o reagente liofilizado se dissolva e depois inverta novamente os frascos
montados, inclinando-os a um angulo de 45° para minimizar a formagao de espuma
(Figura 1, Passo 5). Deixe o liquido vazar todo de novo para o frasco de plastico.

i. Retire o colarinho de reconstituicao e o frasco de vidro (Figura 1, Passo 6).

j-  Volte a colocar a tampa no frasco de plastico. Registe as iniciais do operador e a
data de reconstituigdo em todos os frascos de reagente reconstituidos (Figura 1,
Passo 7).

k. Deite fora o colarinho de reconstituicdo e o frasco de vidro (Figura 1, Passo 8).

Adverténcia: Evite formar espuma quando reconstituir os reagentes. A espuma

compromete a deteccdo de nivel no Tigris DTS System.
Y
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Figura 1. Processo de reconstituicao do Tigris DTS System

2. Prepare o Reagente de Captacdo do Alvo de trabalho (WTCR):
a. Emparelhe os frascos de TCR e de Controlo Interno (Internal Control, IC)
adequados.

b. Verifique os niumeros do lote de reagente na Ficha de Cédigos de Barras do Lote
Principal para garantir que estdo emparelhados os reagentes adequados do kit.

Abra o frasco de TCR e deposite a tampa numa superficie de trabalho limpa e coberta.

d. Abra o frasco de IC e deite todo o contelido no frasco de TCR. Uma pequena
quantidade de liquido devera ficar no frasco de IC.

e. Tape o frasco de TCR e agite suavemente a solugéo para misturar o conteudo.
Evite formar espuma durante este passo.

f. Anote as iniciais do operador e a data actual na etiqueta.
g. Deite fora o frasco e a tampa do IC.

h. E possivel que haja formacéo de precipitado no wTCR, o que pode resultar em
resultados invalidos devido aos erros de verificacao de volume. O precipitado pode
ser dissolvido aquecendo o wTCR a uma temperatura de 42 °C a 60 °C durante um
maximo de 90 minutos. Deixe o wTCR equilibrar a temperatura ambiente antes de
ser utilizado. Nao utilize se o precipitado persistir.
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3.

Prepare o Reagente de Selecgao

a. Verifiqgue o numero do lote de reagente na Ficha de Cddigos de Barras do Lote
Principal para garantir que pertence ao kit.

b. Se o Reagente de Selecgao contiver precipitado, aquega o Reagente de Seleccdo a
60 °C £ 1 °C por um maximo de 45 minutos para facilitar a dissolugéo do
precipitado. Misture o frasco suavemente a cada 5 a 10 minutos. Deixe o Reagente
de Seleccao equilibrar a temperatura ambiente antes de ser utilizado. Nao utilize se
o precipitado ou a nebulosidade persistir.

Nota: Misture bem todos os reagentes invertendo-os suavemente, antes de os colocar
no sistema. Evite formar espuma durante a inversdo dos reagentes.

C. Preparacao de reagentes previamente reconstituidos

1.

2.

Os Reagentes de Sonda, Amplificagdo e Enzimatico previamente reconstituidos tém de
alcancar a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) antes do inicio do ensaio.

Se o Reagente de Sonda reconstituido contiver precipitado que nao se dissolva
novamente a temperatura ambiente, aquega-o a uma temperatura maxima de 60 °C
durante 1 ou 2 minutos. Nao utilize se houver precipitado ou nebulosidade.

Se o wTCR contiver precipitado, aqueca o wTCR a uma temperatura de 42 °C a 60 °C
durante um maximo de 90 minutos. Deixe o wTCR equilibrar a temperatura ambiente
antes de ser utilizado. Nao utilize se o precipitado persistir.

Se o Reagente de Selecg¢ao contiver precipitado, aquec¢a o Reagente de Selecgao a
60 °C £ 1 °C por um maximo de 45 minutos para facilitar a dissolugédo do precipitado.
Misture o frasco suavemente a cada 5 a 10 minutos. Deixe o Reagente de Seleccao
equilibrar a temperatura ambiente antes de ser utilizado. N&o utilize se o precipitado ou
a nebulosidade persistir.

Misture bem cada reagente invertendo-o suavemente antes de ser colocado no
sistema. Evite formar espuma durante a inversao dos reagentes.

Nao ateste frascos de reagente. O Tigris DTS System reconhece e rejeita os frascos
que tenham sido atestados.

D. Manuseamento de amostras

1.

2.
3.

Deixe as amostras (calibradores, controlos e espécimes) alcangar a temperatura
ambiente antes de serem processadas.

Né&o coloque as amostras no agitador.

Os espécimes de citologia liquida SurePath devem ser tratados com proteinase K antes
de serem testados com o Aptima HPV Assay de acordo com as instrugdes no
Procedimento de teste do Tigris DTS System, secc¢éo C.

Inspeccione os tubos de amostras antes de os colocar no suporte. Se um tubo de amostra
contiver bolhas ou um volume mais inferior ao normalmente observado, centrifugue o tubo
durante 5 minutos a 420 RCF para garantir que ndo ha liquido na tampa.

Nota: Se ndo executar o passo 4, podera sair liquido da tampa do tubo de espécime.

E. Preparacao do sistema

Configure o instrumento e a lista de trabalho de acordo com as instrugdes no Tigris DTS
System Operator’s Manual (Manual do Operador do Tigris DTS System) e na seccao
Notas sobre o procedimento abaixo.
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Notas sobre o procedimento
A. Calibradores

1.

2.

Cada lista de trabalho deve conter 3 réplicas do Calibrador Negativo e do Calibrador
Positivo. Para funcionar adequadamente com o Software do Aptima HPV Assay, o
Calibrador Negativo tem de estar na primeira posi¢cao de tubos do primeiro suporte da
lista de trabalho e o Calibrador Positivo tem de estar na segunda posicao de tubos do
primeiro suporte da lista de trabalho.

As tentativas de pipetar mais de trés réplicas a partir de um tubo de calibrador podem
originar erros de volume insuficiente.

B. Controlos

1.

2.

O Software do Aptima HPV Assay exige controlos de inicio e de fim da execugao. O
Controlo Negativo tem de estar na terceira posi¢cao de tubos do primeiro suporte € na
penultima posig¢ao do ultimo suporte da lista de trabalho. O Controlo Positivo tem de
estar na quarta posig¢ao de tubos do primeiro suporte e na ultima posi¢cao do ultimo
suporte da lista de trabalho.

As tentativas de pipetar mais de uma vez a partir de um tubo de controlo podem originar
erros de volume insuficiente.

C. Temperatura

A temperatura ambiente define-se como uma temperatura entre 15 °C e 30 °C.

D. P6 das luvas

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de p6 nalgumas luvas pode causar
a contaminacao de tubos abertos. E recomendada a utilizacdo de luvas sem po.
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Panther System

Os reagentes para o Aptima HPV Assay estao indicados abaixo para o Panther System. Os
Simbolos de Identificagdo do Reagente também estido indicados ao lado do nome do

reagente.

Reagentes e materiais fornecidos
Aptima HPV Assay, 250 testes, Codigo de Produto 303093 (3 embalagens)

Aptima HPV Assay, 100 testes, Codigo de Produto 302929 (3 embalagens)

Os calibradores podem ser adquiridos a parte. Veja abaixo os cédigos de produto individuais.

Embalagem refrigerada do Aptima HPV
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C apos a recepg¢ao)

Simbolo Componente Quantidade
A Reagente de Amplificagdao do HPV 1 frasco
Acidos nucleicos ndo infecciosos desidratados em solucdo
tamponada com < 5% de agente de volume.
E Reagente Enzimatico do HPV 1 frasco
Transcriptase reversa e polimerase do RNA desidratadas em
solugéo tamponada com HEPES com < 10% de reagente de
volume.
P Reagente de Sonda do HPV 1 frasco
Sondas de DNA quimioluminescentes néo infecciosas
(< 500 ng/frasco) desidratadas em solugdo tamponada com
succinato contendo < 5% de detergente.
IC Reagente de Controlo Interno do HPV 1 frasco
Transcrito de RNA néo infeccioso em solugdo tamponada com
< 5% de detergente.
Embalagem a temperatura ambiente do Aptima HPV
(conservar a temperatura ambiente de 15 °C a 30 °C ap6s a recepgao)
Simbolo Componente Quantidade
AR Solugéo de Reconstituicdo de Amplificagio do HPV 1
Solugdo aquosa contendo conservantes.
ER Solugdo de reconstituigdo enzimatica do HPV 1
Solugao tampdo com HEPES contendo um agente
tensioactivo e glicerol.
PR Solugéo de reconstituigdo de sondas do HPV 1
Solugdo tamponada com succinato contendo < 5% de detergente.
S

Reagente de selecgédo do HPV

Solugéo tamponada com 600 mM de borato contendo agente
tensioactivo.

Aptima HPV Assay
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Embalagem a temperatura ambiente do Aptima HPV

(conservar a temperatura ambiente de 15 °C a 30 °C apés a recep¢ao)

Simbolo Componente Quantidade
TCR Reagente de captagéo do alvo do HPV 1
Acido nucleico ndo infeccioso numa solugdo tamponada
contendo fase sélida (< 0,5 mg/ml).
Colarinhos de Reconstituicdao 3
Ficha de Codigos de Barras do Lote Principal 1 folha
Embalagem de calibradores Aptima HPV (Cédigo de Produto 302554)
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C apés a recep¢ao)
Simbolo Componente Quantidade
PCAL Calibrador Positivo do HPV 5 frascos
Transcrito in vitro de HPV 16 né&o infeccioso a 1000 coépias por
ml numa solugéo tamponada contendo < 5% de detergente.
NCAL  cCalibrador Negativo do HPV 5 frascos

Solugao tamponada contendo < 5% de detergente.

Materiais necessarios, mas disponiveis separadamente

Nota: Os materiais disponiveis na Hologic tém a indicagdo do cdédigo de produto, a menos que seja

especificado em contrario.

Panther System
Kit de Execugédo Panther
Kit de Fluidos do Aptima Assay

(Solugdo de Lavagem Aptima, Tampéao Aptima para Fluido de Desactivagao
e Reagente de Oleo Aptima)

Kit Aptima Auto Detect
Unidades Multitubos (Multi-tube units, MTU)
Kit do Saco de Residuos Panther
Tampa do Recipiente de Residuos Panther
Pontas, 1000 ul, condutoras, deteccao de liquido
Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima
Kit de Transferéncia de Espécimes Aptima — imprimivel
Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais
Tampas Perfuraveis Aptima
Tampas nao perfuraveis de substituicao

Tampas sobresselentes para kits de 250 testes:
Solugbes de reconstituicdo do Reagente de Amplificagdo e do Reagente de Sonda

Solugado de reconstituicdo do Reagente Enzimatico
TCR e Reagente de Seleccéo
Tampas sobresselentes para kits de 100 testes:
Solugbes de reconstituicdo do Reagente de Amplificagdo e do Reagente de Sonda
Solugado de reconstituicdo do Reagente Enzimatico
TCR e Reagente de Selecgdo

Caodigo de Produto
303095

303096
303014

303013

104772-02

902731

504405

10612513 (Tecan)
301154C
PRD-05110
302657

105668

103036A

CL0041
501616
CL0040

CL0041
CL0041
501604

Aptima HPV Assay 16

AW-14517-601 Rev. 007



Aptima” Panther System

Lixivia (minimo de 5% ou 0,7 M de solugdo de hipoclorito de s6dio) —
Luvas descartaveis —

Kit de Solugdo de Transferéncia Aptima
(apenas para espécimes conservados em SurePath) 303658

Materiais opcionais
Cadigo de Produto
Intensificador de Lixivia para limpeza 302101

Procedimento de teste no Panther System

Nota: Consulte o Panther System QOperator’s Manual (Manual do Operador do Panther
System) para mais informag¢bes sobre o procedimento do Panther System.

A. Preparagédo da area de trabalho

Limpe as superficies de trabalho onde serdo preparados os reagentes e as amostras.
Limpe as superficies de trabalho com 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solugéo de
hipoclorito de sédio. Deixe a solugéo de hipoclorito de sédio entrar em contacto com as
superficies durante pelo menos 1 minuto e depois enxague com agua. Nao deixe a
solucao de hipoclorito de sodio secar. Cubra a superficie da bancada onde serao
preparados os reagentes e as amostras com capas limpas e absorventes para bancadas
de laboratdérios com forro plastico.

B. Preparacdo dos reagentes de um novo kit

Nota: A Reconstituicdo do Reagente deve ser realizada antes de qualquer trabalho no
Panther System.

1. Para reconstituir os Reagentes de Amplificagdo, Enzimatico e de Sonda, combine os
frascos do reagente liofilizado com a solugéo de reconstituicdo. Se estiverem
refrigeradas, deixe as solucdes de reconstituicdo alcancar a temperatura ambiente
antes de serem utilizadas.

a. Emparelhe cada solugéo de reconstituicdo com o respectivo reagente liofilizado.
Certifique-se de que a solugao de reconstituicdo e o reagente tém cores de etiqueta
correspondentes antes de aplicar o colarinho de reconstituicéo.

b. Verifique os niumeros do lote na Ficha de Cddigos de Barras do Lote Principal para
garantir que estdo emparelhados os reagentes adequados.

c. Abra o frasco do reagente liofilizado e insira bem a extremidade com entalhe do
colarinho de reconstituigdo na abertura do frasco (Figura 2, Passo 1).

d. Abra a solucao de reconstituicio correspondente e coloque a tampa sobre uma
superficie de trabalho limpa e coberta.

e. Segurando o frasco de solu¢do na bancada, insira bem a outra extremidade do
colarinho de reconstituicao no frasco (Figura 2, Passo 2).

f. Inverta suavemente os frascos montados. Deixe a solugéo vazar do frasco para o
frasco de vidro (Figura 2, Passo 3).

g. Agite suavemente a solugcéo no frasco para a misturar bem. Evite criar espuma
quando agitar o frasco (Figura 2, Passo 4).

h. Aguarde que o reagente liofilizado se dissolva e depois inverta novamente os frascos
montados, inclinando-os a um angulo de 45° para minimizar a formacao de espuma
(Figura 2, Passo 5). Deixe o liquido vazar todo de novo para o frasco de plastico.
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i. Retire o colarinho de reconstituicao e o frasco de vidro (Figura 2, Passo 6).
j- Volte a colocar a tampa no frasco de plastico. Registe as iniciais do operador e a
data de reconstituicdo em todos os frascos de reagente reconstituidos (Figura 2,
Passo 7).
k. Deite fora o colarinho de reconstituicéo e o frasco (Figura 2, Passo 8).

Adverténcia: Evite formar espuma quando reconstituir os reagentes. A espuma
compromete a detecgdo de nivel no Panther System.

(1 € (3 A

2

7

Figura 2. Processo de reconstituicdo do Panther System

2. Prepare o Reagente de Captagao do Alvo de trabalho (working Target Capture
Reagent, wTCR):

a.

Emparelhe os frascos de TCR e de Controlo Interno (Internal Control, IC)
adequados.

Verifique os numeros do lote de reagente na Ficha de Cédigos de Barras do Lote
Principal para garantir que estdo emparelhados os reagentes adequados do kit.

Abra o frasco de TCR e deposite a tampa numa superficie de trabalho limpa e
coberta.

Abra o frasco de IC e deite todo o contelido no frasco de TCR. Uma pequena
quantidade de liquido devera ficar no frasco de IC.

Tape o frasco de TCR e agite suavemente a solugao para misturar o conteudo.
Evite formar espuma durante este passo.

Anote as iniciais do operador e a data actual na etiqueta.
Deite fora o frasco e a tampa do IC.

E possivel que haja formagéo de precipitado no wTCR, o que pode resultar em
resultados invalidos devido aos erros de verificagdo de volume. O precipitado pode
ser dissolvido aquecendo o wTCR a uma temperatura de 42 °C a 60 °C durante um
maximo de 90 minutos. Deixe o wWTCR equilibrar a temperatura ambiente antes de
ser utilizado. Nao utilize se o precipitado persistir.

3. Prepare o Reagente de Selecgao

a.

Verifique o numero do lote de reagente na Ficha de Cédigos de Barras do Lote
Principal para garantir que pertence ao kit.

Se o Reagente de Seleccgao contiver precipitado, aqueca o Reagente de Selecgéo a
60 °C £ 1 °C por um maximo de 45 minutos para facilitar a dissolugao do precipitado.
Misture o frasco suavemente a cada 5 a 10 minutos. Deixe o Reagente de Selecgéo
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equilibrar a temperatura ambiente antes de ser utilizado. Nao utilize se o precipitado
ou a nebulosidade persistir.

Nota: Misture bem todos os reagentes invertendo-os suavemente, antes de os colocar
no sistema. Evite formar espuma durante a inversdo dos reagentes.

C. Preparacao de reagentes previamente reconstituidos

1. Os Reagentes de Sonda, Amplificagao e Enzimatico previamente reconstituidos tém de
alcancar a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) antes do inicio do ensaio.

2. Se o Reagente de Sonda reconstituido contiver precipitado que nao se dissolva
novamente a temperatura ambiente, aquega-o a uma temperatura maxima de 60 °C
durante 1 ou 2 minutos. N&o utilize se houver precipitado ou nebulosidade.

3. Se o wTCR contiver precipitado, aqueca o wTCR a uma temperatura de 42 °C a 60 °C
durante um maximo de 90 minutos. Deixe o wWTCR equilibrar a temperatura ambiente
antes de ser utilizado. Nao utilize se o precipitado persistir.

4. Se o Reagente de Selecc¢do contiver precipitado, aqueca o Reagente de Selecgao a
60 °C = 1 °C por um maximo de 45 minutos para facilitar a dissolu¢ao do precipitado.
Misture o frasco suavemente a cada 5 a 10 minutos. Deixe o Reagente de Selecc¢éo
equilibrar a temperatura ambiente antes de ser utilizado. N&o utilize se o precipitado ou
a nebulosidade persistir.

5. Misture bem cada reagente invertendo-o suavemente antes de o colocar no sistema.
Evite formar espuma durante a inversédo dos reagentes.

6. Na&o ateste frascos de reagente. O Panther System reconhece e rejeita os frascos que
tenham sido atestados.

D. Manuseamento de amostras

1. Deixe as amostras (calibradores e espécimes) alcangar a temperatura ambiente antes
de serem processadas.

2. Nao agite os espécimes no vortex.

3. Inspeccione os tubos de amostras antes de os colocar no suporte. Se um tubo de
amostra contiver bolhas ou um volume mais inferior ao normalmente observado,
centrifugue o tubo durante 5 minutos a 420 RCF para garantir que nao ha liquido na
tampa.

Nota: Se ndo executar o passo 3, podera sair liquido da tampa do tubo de espécime.

E. Preparacdo do sistema

1. Configure o sistema de acordo com as instru¢des no Panther System Operator’s
Manual (Manual do Operador do Panther System) e na secgao Notas sobre o
procedimento abaixo. Certifique-se de que sdo utilizados suportes de reagente e
adaptadores de TCR de dimensao adequada.

2. Coloque as amostras.

Notas sobre o procedimento

A. Calibradores

1. Para funcionar adequadamente com o software do Aptima HPV Assay no Panther
System, s&o necessarias trés réplicas do Calibrador Positivo e trés réplicas do
Calibrador Negativo. Um frasco de cada calibrador pode ser colocado em qualquer
posicao do suporte em qualquer Pista da Zona de Amostras no Panther System.

A pipetagem de espécimes comega quando se verificar uma das duas condi¢des
seguintes:
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a. O sistema esta actualmente a processar um Calibrador Positivo e um Calibrador
Negativo.

b. Resultados validos para os calibradores estio registados no sistema.

2. Uma vez pipetados os tubos de calibrador e quando estiverem a ser processados para
um kit de reagente especifico, os espécimes podem ser executados com o respectivo
kit de reagente de ensaio até 24 horas, a menos que:

a. os calibradores ndo sejam validos;
b. o respectivo kit de reagente de ensaio seja retirado do sistema;

c. o respectivo kit de reagente de ensaio tenha ultrapassado os limites de
estabilidade.

3. As tentativas de pipetar mais de trés réplicas a partir de um tubo de calibrador podem
originar erros de processamento.

B. Temperatura
A temperatura ambiente define-se como uma temperatura entre 15 °C e 30 °C.

C. Po6 das luvas

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de p6 nalgumas luvas pode causar
a contaminacdo de tubos abertos. E recomendada a utilizagdo de luvas sem po.
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Procedimentos de controlo de qualidade

A.

Critérios de validade da execucao

O software determina automaticamente a validade da execucdo. O software invalida uma
execucgao, se qualquer das seguintes condigdes ocorrer:

* Mais de uma réplica de Calibrador Negativo invalido.

* Mais de uma réplica de Calibrador Positivo invalido.

* Um Controlo Negativo invalido (apenas para o sistema Tigris DTS).

+ Um Controlo Positivo invalido (apenas para o sistema Tigris DTS).

Uma execucdo pode ser invalidada por um operador se forem observadas e documentadas
dificuldades técnicas, do operador ou do instrumento durante a realizacdo do ensaio.

Uma execucéo invalida tem de ser repetida. As execugdes abortadas devem ser repetidas.

. Critérios de aceitacdo do calibrador

A tabela abaixo define os critérios de RLU para as réplicas dos Calibradores Negativo e
Positivo.

Calibrador negativo
Analito| =0 e <45 000 RLU
IC| >75000 e < 400000 RLU

Calibrador positivo
Analito| =480 000 e < 1 850 000 RLU
IC| <450 000 RLU

Calculo do cutoff do IC
O cutoff do IC é determinado a partir do sinal do IC (sinal intermitente) das réplicas do
Calibrador Negativo valido.

Cutoff do IC = 0,5 x [média da RLU do IC das réplicas do Calibrador Negativo valido]

Calculo do cutoff do analito

O cutoff do analito é determinado a partir do sinal do analito (sinal continuo) das réplicas
do Calibrador Negativo valido, bem como do sinal do analito das réplicas do Calibrador
Positivo valido

[média da RLU do analito das réplicas do Calibrador Negativo valido] +

Cutoff” do analito = 1, g\ média da RLU do analito das réplicas do Calibrador Positivo vélido]

. Calculo do sinal para cutoff (S/CO) do analito

O S/CO do analito é determinado a partir da RLU do analito da amostra de teste e do
cutoff do analito para a execucgao.

RLU do analito da amostra de teste
cutoff do analito

S/CO do analito =

Critérios de aceitagdo do controlo (apenas para o sistema Tigris DTS)

O Controlo Negativo tem de ter um resultado negativo valido (RLU do IC = cutoff do IC
e S/CO do analito < 0,50). O Controlo Positivo tem de ter um resultado positivo valido
(S/CO do analito = 0,50).
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Interpretacao do teste

Os resultados dos testes de ensaios sdo automaticamente determinados pelo software
do ensaio. Um resultado de teste pode ser negativo, positivo ou invalido conforme
determinado pelo RLU do IC e do S/CO para o analito. Um resultado de teste também
pode ser invalido devido a outros parametros (forma anormal da curva cinética) que
estejam fora dos intervalos de valores normalmente esperados. Os resultados de testes
invalidos iniciais devem ser repetidos.

Os espécimes do Kit CSCT Aptima podem ser diluidos para transpor potenciais
substancias inibitérias. Dilua 1 parte do espécime invalido em 8 partes de meio de
transporte de espécimes (a solugdo nos tubos do kit CSCT); por ex., 560 ul do espécime
para um novo tubo do kit CSCT que contém 4,5 ml de meio de transporte de espécimes.
Inverta suavemente o espécime diluido para mistura-lo; evite a criacdo de espuma. Teste
0 espécime diluido em conformidade com o procedimento de ensaio padrao.

Nota: E necessério um volume minimo de 1,7 ml para testar 1 aliquota da amostra.
Nao dilua um espécime diluido invalido. Se um espécime diluido produzir um resultado
invalido, devera ser obtido um novo espécime do doente.

Resultado do
Aptima HPV Critérios
Assay

S/CO do analito < 0,50
Negativa IC = cutoff do IC
IC <2000 000RLU

S/CO do analito 2 0,50
Positiva IC <2000 000RLU
Analito < 13 000 000 RLU

IC > 2000 000 RLU

ou

Invalida S/CO do analito < 0,50 e IC < cutoff do IC
ou

Analito > 13 000 000 RLU
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Limitacoes

A. Nao foram avaliados outros tipos de espécimes para além dos identificados na utilizagao
prevista.

B. O desempenho do Aptima HPV Assay nao foi avaliado para individuos vacinados contra
o HPV.

C. O Aptima HPV Assay nao foi avaliado em casos de suspeita de abuso sexual.

D. A prevaléncia de infeccao por HPV numa populacdo pode afectar o desempenho. Os
valores de prognéstico positivo diminuem quando se examinam populagdes com baixa
prevaléncia ou individuos sem risco de infecgao.

E. Os espécimes de citologia liquida ThinPrep com menos de 1 ml apds a preparagao de
ldaminas para o exame de Papanicolau ThinPrep sado consideradas inadequadas para o
Aptima HPV Assay.

F. Aremocao de 1 ml de espécime de citologia liquida SurePath antes do processamento
citolégico nao foi avaliada relativamente ao impacto do resultado de citologia.

G. Os resultados dos testes podem ser afectados por uma colheita, conservagao ou
processamento de espécimes incorrecto.

H. O Controlo Interno monitoriza os passos de captura do alvo, amplificacdo e detecgao do
ensaio. Nao se destina a controlar a adequagao da amostra do colo do utero.

I.  Um resultado negativo no Aptima HPV Assay ndo exclui a possibilidade de
anormalidades citolégicas nem de CIN2, CIN3 ou cancro subjacente ou no futuro.

J. Apresenca de lubrificantes pessoais que contenham Poliquatérnio 15 pode interferir com
o0 desempenho do ensaio, quando presentes numa amostra de teste a concentragdes
superiores a 0,025% (v/v ou p/v).

K. Os medicamentos antifungicos que contenham tioconazol podem interferir com o
desempenho do ensaio, quando presentes numa amostra de teste a concentragcdes
superiores a 0,075% (v/p).

L. O Aptima HPV Assay proporciona resultados qualitativos. Portanto, ndo se pode fazer
uma correlagédo entre a magnitude de um sinal de ensaio positivo e o nivel de expressao
do mRNA num espécime.

M. A deteccao de mRNA do HPV de alto risco esta dependente do numero de coépias
presentes no espécime e pode ser afectada pelos métodos de colheita do espécime, de
factores do doente, da fase da infeccdo e da presenga de substancias interferentes.

N. A infecgdo por HPV ndo é um indicador de HSIL citolégica nem de CIN subjacente de
alto grau, nem implica que CIN2, CIN3 ou cancro se irdo desenvolver. A maioria das
mulheres infectadas com um ou mais tipos de HPV de alto risco ndo desenvolvem CIN2,
CIN3 ou cancro.

O. Os efeitos de outras variaveis potenciais como descarga vaginal, utilizacdo de tampdes,
duches vaginais, etc., e a colheita dos espécimes nao foram avaliados.

P. A utilizacdo deste produto deve ser limitada a pessoal com formacao na utilizacdo do
Aptima HPV Assay.
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Q. A contaminagao cruzada de amostras pode originar resultados falsos positivos. A taxa de
contaminacdo cruzada do Aptima HPV Assay no Tigris DTS System foi determinada
como sendo 0,3% num estudo ndo clinico.

R. Os resultados do Aptima HPV Assay devem ser interpretados em conjunto com outros
dados laboratoriais e clinicos de que o meédico disponha.

S. Podem ocorrer resultados positivos falsos com este teste. Transcritos in vitro dos
genotipos de HPV 26, 67, 70 e 82 de baixo risco apresentaram reactividade cruzada
com o Aptima HPV Assay.

T. O material de controlo positivo ndo se destina a monitorizar o desempenho no cutoff do
ensaio.
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Resultados previstos do Tigris DTS System: Prevaléncia de mRNA do
HPV de alto risco

A prevaléncia de infec¢cao por HPV de alto risco varia amplamente e é influenciada por
diversos factores, para os quais a idade é o factor com mais preponderancia.** Diversos
estudos investigaram a prevaléncia do HPV conforme determinado pela deteccdo de DNA
do HPV, contudo, poucos estudos reportaram a prevaléncia baseada na deteccdo do mRNA
do HPV oncogénico. Foram inscritas num estudo clinico prospectivo conhecido por ensaio
CLEAR®* mulheres provenientes de diversas clinicas (n=18) representando uma ampla
distribuicdo geografica e uma populacao diversa (10 estados dos Estados Unidos da
América). A prevaléncia de amostras de mRNA do HPV positivo observadas no ensaio
clinico foi, em geral, categorizada de acordo com o grupo etario e com o local de teste. Os
resultados sao apresentados na Tabela 1 para as populagdes de células escamosas atipicas
de significado indeterminado (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance,
ASC-US) e negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade (Negative for Intraepithelial
Lesion or Malignancy, NILM).

Tabela 1: Prevaléncia de mRNA do HPV de alto risco por grupo etario, local de teste e todas
em conjunto

Taxa de positividade % (x/n)

Populagdo ASC-US Populagao NILM

(221 anos) (2 30 anos)
Tudo 41,8 (400/958) 5,0 (540/10 871)
Grupo etario (anos)
21a29 60,3 (252/418) N/A
30239 36,8 (98/266) 6,9 (289/4199)
240 18,2 (50/274) 3,8 (251/6672)

Local de teste

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)

N/A = néo aplicavel
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Desenho do Estudo Clinico Aptima HPV Assay com Espécimes de Citologia Liquida
ThinPrep

Realizou-se um estudo clinico prospectivo e multicéntrico nos EUA, designado ensaio
CLEAR, para determinar o desempenho clinico do Aptima HPV Assay na detecg¢ao de
neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 ou doenga cervical mais grave (=CIN2). O ensaio
CLEAR incluiu uma avaliacao de linha de referéncia e uma avaliagdo de acompanhamento
de 2 anos.*

Ensaio CLEAR - Avaliagao na linha de referéncia

Na linha de referéncia do ensaio CLEAR (Fase de Linha de Referéncia), as mulheres foram
inscritas tanto no Estudo ASC-US como no Estudo NILM com base em resultados
citologicos provenientes de rastreios de rotina ao cancro do colo do utero. A populagcéo do
Estudo ASC-US incluiu mulheres com 21 anos e idade superior com resultados citolégicos
de ASC-US e a populagado do Estudo NILM incluiu mulheres com 30 anos e idade superior
com resultados citologicos de NILM. O Estudo NILM foi concebido para apoiar a
reivindicacdo de rastreio auxiliar para mulheres com 30 anos e idade superior, pois as
mulheres nesta faixa etaria com resultados citolégicos mais altos do que ASC-US devem
seqguir para colposcopia independentemente do seu estado de HPV.*

Foram inscritas mulheres provenientes de 18 clinicas, sobretudo clinicas de
obstetricia/ginecologia, que abrangeram uma ampla distribuicdo geografica e uma populagéao
diversificada. As mulheres elegiveis foram designadas para o Estudo ASC-US ou o Estudo
NILM com base no espécime de encaminhamento de citologia de base liquida ThinPrep. Na
linha de referéncia, os espécimes de encaminhamento residuais de mulheres no Estudo
ASC-US e no Estudo NILM foram testados com o Aptima HPV Assay e com um teste do
DNA de HPV disponivel no mercado.

Na linha de referéncia, todas as mulheres no Estudo ASC-US foram encaminhadas para
colposcopia, independentemente dos seus resultados do teste de HPV. Foi obtida uma
curetagem endocervical (endocervical curettage, ECC), biopsia e biopsias cervicais por
puncéo (1 biopsia de cada um dos 4 quadrantes). Caso fosse visivel uma lesao, era obtida
uma biopsia de pungao (método direccionado; 1 biopsia por leséo) e quadrantes sem uma
lesdo visivel foram submetidos a biopsia na jungdo escamo-colunar (método aleatorio).

No Estudo NILM, as mulheres positivas com o Aptima HPV Assay e/ou o teste do DNA do HPV
disponivel no mercado, bem como as mulheres seleccionadas aleatoriamente que tinham sido
negativas com os dois ensaios, foram encaminhadas para colposcopia para a avaliagao da
linha de referéncia. Estas mulheres seleccionadas aleatoriamente que tinham sido negativas
para os dois ensaios foram incluidas para correcgao relativa do desvio de verificagdo com
estimativas de desempenho ajustadas geradas recorrendo a um método de imputagdo multipla.
Foi obtida uma biopsia ECC de cada uma das mulheres que realizaram colposcopia. As
biopsias por puncao foram obtidas apenas de lesbes visiveis (método direccionado; 1 biopsia
por lesdo).

Foi determinado o estado da doenga por um Consenso do Painel de Revisdo de Histologia,
que foi baseado na concordéancia de, pelo menos, 2 patologistas especialistas. O estado de
HPV da mulher ndo foram apresentados aos patologistas especialistas. O estado de
citologia também nao foi apresentado, bem como os diagndsticos de histologia um do outro.
Se os 3 patologistas discordassem, os 3 analisariam as laminas num microscépio com
varias cabegas para chegar a um consenso. Os resultados do teste do HPV nao foram
apresentados aos investigadores, médicos e mulheres até depois da conclusdo da visita de
colposcopia, com o intuito de evitar desvio. Na linha de referéncia, o desempenho clinico do
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Aptima HPV Assay em relagcao a deteccdo de =CIN2 e neoplasia intraepitelial cervical de
grau 3 ou doenca cervical mais grave (2CIN3) foi determinado relativamente ao estado da
doencga cervical determinado na linha de referéncia. O desempenho clinico do teste de DNA
disponivel no mercado foi também determinado para comparacéo directa com os resultados
do Aptima HPV Assay.

Ensaio CLEAR - Avaliacao de Acompanhamento

As mulheres do Estudo NILM de 14 centros clinicos eram elegiveis para participar na Fase
de Acompanhamento de 3 anos do estudo se: i) tivessem realizado uma consulta de
colposcopia na linha de referéncia e nédo tivessem =CIN2, ou ii) ndo tivessem realizado uma
consulta de colposcopia na linha de referéncia. A Fase de Acompanhamento do estudo foi
constituida por consultas anuais. Nestas consultas, foi realizada amostragem cervical para
citologia para cada mulher e algumas mulheres foram testadas com um teste de HPV
comercialmente disponivel. As mulheres com ASC-US ou resultados de citologia mais
graves durante o periodo de acompanhamento foram encaminhadas para colposcopia
utilizando os mesmos procedimentos de exame de biopsia e histolégico realizados para a
avaliacdo na linha de referéncia do estudo NILM. O estado da doencga cervical na consulta
de acompanhamento foi considerado "negativo" com base na citologia NILM ou, para
mulheres com resultados anormais do teste de citologia, com base nos resultados normais
ou nos resultados do Painel de Revisdo de Histologia de Consenso CIN1. As mulheres que
tiveram =CIN2 detectado durante o periodo de acompanhamento foram consideradas com
tendo concluido o acompanhamento e ndo realizaram consultas depois de =CIN2 ter sido
detectado. As mulheres a quem nao foi detectado =2CIN2 durante o periodo de
acompanhamento mas que realizaram uma consulta do estudo no ano 1 do
acompanhamento e/ou no ano 2 do acompanhamento e que realizaram uma consulta do
estudo no ano 3 do acompanhamento foram consideradas com tendo concluido o
acompanhamento.

O objectivo do estudo de acompanhamento consistiu em comparar o risco acumulado de 3
anos de doenga cervical nas mulheres com resultados positivos no Aptima HPV assay na
linha de referéncia com o risco acumulado de 3 anos de doenga cervical em mulheres com
resultados negativos no Aptima HPV assay na linha de referéncia. O estado da doencga
cervical de 3 anos foi determinado da seguinte forma:

+ Estado positivo de doenca cervical (ZCIN2 e/ou 2CIN3) — Mulheres a quem foi detectado
>CIN2 na linha de referéncia ou durante o acompanhamento.

» Estado negativo de doenga cervical (<CIN2) — Mulheres que concluiram o
acompanhamento sem detecgédo de =CIN2 que nao foram consideradas como tendo
estado "indeterminado” de doenga cervical.

» Estado indeterminado de doenca cervical — Mulheres que tiveram resultados anormais
no teste de citologia durante o acompanhamento e que nao tiveram um resultado do
Painel de Revisao de Histologia de Consenso subsequente, ou mulheres com citologia
inadequada na sua ultima consulta.

* Perdido para acompanhamento — Mulheres que nédo concluiram o acompanhamento e
que nao foram consideradas como tendo um estado "indeterminado” de doenca
cervical.

O desempenho clinico do Aptima HPV assay para a deteccao de =CIN2 e =CIN3 foi
avaliado relativamente ao estado de doenga cervical de 3 anos.
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Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Populagao ASC-US 2 21 anos: Desempenho Clinico do Aptima HPV Assay com
Espécimes de Citologia Liquida ThinPrep

Na totalidade, verificaram-se 1252 mulheres com 21 anos e idade superior com resultados
citologicos de ASC-US inscritas no Estudo ASC-US. Destas, 294 mulheres foram retiradas e
19 tiveram um diagnostico de doenca indeterminada; foram todas excluidas da analise. As
restantes 939 mulheres susceptiveis de serem avaliadas tinham 21 anos de idade ou idade
superior com resultados citolégicos de ASC-US, resultados do Aptima HPV Assay e um
estado de doencga conclusivo. Noventa e uma (91) mulheres tinham =CIN2 e quarenta € uma
(41) tinham =CIN3. A prevaléncia de 2CIN2 e =CIN3 em mulheres susceptiveis de serem
avaliadas com resultados citolégicos de ASC-US foi de 9,7% e 4,4%, respectivamente. Os
resultados do Aptima HPV Assay através do Consenso dos diagnésticos do Painel de
Revisdo de Histologia sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Populagao ASC-US = 21 anos: Resultados do Aptima HPV Assay através do consenso do
diagnéstico do painel de revisao de histologia

Rest_lltado do Teste do DNA Consenso do diagnéstico do painel de revisao de histologia
Aptima HPV do HPV
Assay* o Indeterminado** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancro Total
Positiva Positiva 6 170 113 41 32 1 363
Positiva Negativa 0 7 0 1 2 0 10
" Sem
Positiva " 0 14 11 0 2 0 27
resultado
Negativa Positiva 0 47 13 2 3 0 65
Negativa Negativa 10 371 55 6 1 0 443
Negativa Sem 3 40 7 0 0 0 50
resultado
Total 19 649 199 50 40 i 958

*Todas as amostras apresentaram resultados finais validos (quando foi realizado o teste inicial ou apds resolugéo de
resultados invalidos iniciais por procedimento).

**19 individuos realizaram a visita de colposcopia, porém, ndo foi possivel determinar um diagndstico pelas seguintes razdes:
< 5 de espécimes de biopsia obtidos, todos com resultados histolégicos normais/CIN1 (n=15), ndo foram colhidas biopsias
(n=3) e ldminas da biopsia perdidas (n=1).

***77 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.

****Um individuo apresentava adenocarcinoma in situ (AlS).

As estimativas de desempenho clinico do Aptima HPV Assay, incluindo sensibilidade,
especificidade, valor de progndstico positivo (positive predictive value, PPV), valor de
progndstico negativo (negative predictive value, NPV) para a detecgdo de =2CIN2 e =CIN3
baseados na avaliacido de todas as biopsias e incluindo todas as biopsias direccionadas,
sado apresentados na Tabela 3, tal como acontece com as estimativas para o teste do DNA
do HPV disponivel no mercado.
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Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Tabela 3: Populagédo ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um Teste do
DNA do HPV para a deteccao de 2CIN2 e 2CIN3

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=939 N=865*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Todas as biopsias
Sensibilidade (%) (7896/’981) (78,4, 92,3) (7898/‘889) (80,5, 93,8)
e 62,9 55,8
0, ’ 3
Especificidade (%) (533/848) (59,6, 66,0) (433/776) (52,3, 59,3)
20,1 18,7
0, ’ )
PPV (%) (79/394) (18,1, 22,0) (79/422) (17,0, 20,4)
97,8 97,7
0, ’ )
NPV (%) (533/545) (96,5, 98,8) (433/443) (96,2, 98,8)
Prevaléncia (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
2CIN2
Biopsias direccionadas**
Sensibilidade (%) (596376330) (84,1,97,4) (595:?‘529) (83,8, 97,3)
. 61,5 54,5
0, ’ 3
Especificidade (%) (539/876) (58,3, 64,7) (438/804) (51,0, 57,9)
14,2 13,1
o , ,
PPV (%) (56/393) (12,7, 15,6) (55/421) (11,7, 14,2)
99,3 99,1
0, ’ )
NPV (%) (539/543) (98,3, 99,8) (438/442) (97,9, 99,7)
Prevaléncia (%) 6,4 (60/936) 6,8 (59/863)
Todas as biopsias
Sensibilidade (%) (397(;’421) (77,5, 96,1) (3962/539) (79,7, 97,3)
Especificidade (%) (54635298) (57,0, 63,4) (4450%326) (49,9, 56,6)
9,4 8,5
0, ’ )
PPV (%) (37/394) (8,1, 10,4) (36/422) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
NPV (%) (541/545) (98,3, 99,8) (440/443) (98,3, 99,8)
Prevaléncia (%) 4,4 (41/939) 4,5 (39/865)
2CIN3
Biopsias direccionadas**
Sensibilidade (%) (297?;’219) (78,0, 98,1) (297?‘248) (82,3,994)
Especificidade (%) (54519/1(;508) (56,4, 62,7) (44512/’:36) (49,4, 56,1)
6,9 6,4
0, ’ )
PPV (%) (27/394) (58,7.6) (27/422) (5.5.7,0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (541/543) (98,8, 100) (441/442) (98,9, 100)
Prevaléncia (%) 3,1 (29/937) 3,2 (28/864)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay n&o tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.

**O resultado do consenso de histologia foi obtido recorrendo apenas a resultados de biopsias direccionadas. As mulheres
sem biopsias direccionadas reflectem uma colposcopia normal e séo incluidas nestas analises como nao sofrendo de doengas
(<CIN2 ou <CIN3, conforme adequado). Nem sempre foi alcangado um consenso quando foram incluidas apenas biopsias
direccionadas.
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Quando foram avaliadas todas as biopsias, as estimativas de sensibilidade clinica do Aptima
HPV Assay e do teste do DNA do HPV disponivel no mercado, onde foram disponibilizados
os resultados dos dois ensaios para a detecgao de =CIN2 e =CIN3, foram semelhantes (as
diferencas nas estimativas de sensibilidade ndo foram estatisticamente significativas:
Diferenca de sensibilidade = -2,3% [Cl| de 95%: -9,5%, 4,8%]). As estimativas de
especificidade clinica do Aptima HPV Assay para a deteccdo de 2CIN2 e =CIN3 foram
superiores as do teste do DNA do HPV disponivel no mercado (as diferencas nas
estimativas de especificidade foram estatisticamente significativas). Para 2CIN2, a diferenca
de especificidade foi de 6,8% (Cl de 95%: 4,9%, 9,0%). Os NPV foram semelhantes, porém,
para a detecgcdo de =2CIN2, o PPV para o Aptima HPV Assay foi ligeiramente superior ao
PPV para o teste do DNA do HPV disponivel no mercado (20,1% vs. 18,7%).

Dos 91 casos de =2CIN2, 60 (65,9%) foram identificados em biopsias direccionadas e 31
(34,1%) foram identificados a partir de biopsias aleatdrias e/ou ECC (ou seja, ndo em
biopsias direccionadas). Estas conclusdes sdo comparaveis a resultados de estudos
publicados, nos quais aproximadamente 25% a 40% dos casos de =CIN2 foram identificados
apenas a partir de espécimes de biopsias aleatérias e/ou ECC.** Utilizando apenas biopsias
direccionadas para determinar o estado da doeng¢a (assumindo que as mulheres sem
biopsias direccionadas apresentavam resultados histoldégicos normais, pois ndo se
encontravam presentes lesdes visiveis), a prevaléncia de 2CIN2 e =CIN3 no estudo foi de
6,4% e 3,1% respectivamente. As estimativas de sensibilidade clinica para a detecgao de
2CIN2 e =CIN3 foram superiores para os dois testes utilizando apenas biopsias
direccionadas do que as estimativas calculadas utilizando todas as biopsias. Para os dois
ensaios, a especificidade clinica utilizando apenas biopsias direccionadas foi semelhante a
especificidade obtida com todas as biopsias incluidas. Em conformidade, quando foram
utilizadas apenas biopsias direccionadas, a especificidade do Aptima HPV Assay foi
significativamente superior a do teste do DNA do HPV disponivel no mercado.

As estimativas de desempenho clinico do Aptima HPV Assay e do teste do DNA do HPV
disponivel no mercado sado apresentadas por grupo etario na Tabela 4 e na Tabela 5 (=CIN2
e 2CIN3, respectivamente, com base na avaliacdo de todas as biopsias).
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Tabela 4: Populagédo ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um Teste do
DNA do HPV para a detecgao de =CIN2 por grupo estario

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=939 N=865*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (ClI de 95%)
N=415 N=389
Sensibilidade (%) (595%21) (80,2, 95,4) (5967599) (86,1, 98,3)
44,9 35,5
_ o , )
21229 Especificidade (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
anos 22,0 20,8
0, ’ )
PPV (%) (55/250) (19,6, 24,2) (56/269) (19,0, 22,5)
96,4 97,5
o ) )
NPV (%) (159/165) (93,0, 98,5) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevaléncia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Sensibilidade (%) (1%(;’200) (69,9, 97,2) (186?’200) (58,4, 91,9)
o 68,2 61,6
0, ’ 3
30239 Especificidade (%) (165/242) (62,1, 73,7) (135/219) (55,1, 67,8)
anos 18,9 16,0
0, ’ )
PPV (%) (18/95) (14,7, 22,7) (16/100) (11,8, 19,6)
98,8 97,1
0, ’ )
NPV (%) (165/167) (96,5, 99,8) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevaléncia (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
Sensibilidade (%) (2/01’8) (31,3, 83,2) (;?1’8) (39,7, 89,2)
o 82,9 79,7
0, ’ )
> 40 Especificidade (%) (209/252) (77,8, 87,1) (181/227) (74,0, 84,4)
Anos 12,2 13,2
o ) )
PPV (%) (6/49) (5,8, 18,4) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
0, ’ )
NPV (%) (209/213) (96,6, 99,4) (181/184) (96,6, 99,6)
Prevaléncia (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay n&o tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao

volume insuficiente do espécime de citologia.

Aptima HPV Assay

31

AW-145

17-601 Rev. 007




Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Aptima~

Tabela 5: Populagédo ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um Teste do
DNA do HPV para a deteccdo de 2CIN3 por grupo etéario

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=939 N=865*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilidade (%) (29637237) (81,7, 99,3) (215%)5) (86,7, 100)
e 42,3 33,0
0, ! 3
21229 Especificidade (%) (164/388) (37,5, 47,2) (120/364) (28,3, 38,0)
anos 10,4 9,3
0, ’ )
PPV (%) (26/250) (8,9, 11,4) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
0, )
NPV (%) (164/165) (97,2, 100) (120/120) (97,5, 100)
Prevaléncia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
Sensibilidade (%) (88?99; (56,5, 98,0) (777/;; (45,3, 93,7)
e . 65,6 59,6
0, ! 3
30239 Especificidade (%) (166/253) (59,6, 71,2) (137/230) (53,1, 65,7)
anos 8,4 7,0
0, ’ )
PPV (%) (8/95) (5,2,10,4) (7100) (3,9,9,1)
99,4 98,6
o , )
NPV (%) (166/167) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevaléncia (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
Sensibilidade (%) ??35(; (23,1, 88,2) (84(;5% (37,6, 96,4)
e 82,1 78,9
0, ! ’
> 40 Especificidade (%) (211/257) (77,0, 86,3) (183/232) (73,2, 83,6)
Anos 6,1 7,5
0, ’ )
PPV (%) (3/49) (1,6, 10,2) (4/53) (2,9,10,7)
99,1 99,5
0, ’ )
NPV (%) (211/213) (98,0, 99,9) (183/184) (98,2, 100)
Prevaléncia (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay n&o tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.
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O risco absoluto de doenca (=CIN2 e =CIN3, com base na avaliagdo de todas as biopsias)
conforme o resultado do Aptima HPV Assay e o risco relativo de doenca para resultados do
Aptima HPV Assay positivo versus negativo sdo apresentados na Tabela 6, tal como
acontece com as estimativas para o teste do DNA do HPV disponivel no mercado. O risco
relativo de =CIN2 foi de 9,1 (Cl de 95%: 5,0, 16,5), indicando que uma mulher que teve um
resultado positivo com o Aptima HPV Assay tinha 9,1 vezes mais probabilidade de ter 2CIN2
do que uma mulher que tenha tido um resultado negativo com o Aptima HPV Assay. O risco
relativo de =CIN3 foi de 12,8 (Cl de 95%: 4,6, 35,6).

Tabela 6: Populagao ASC-US = 21 anos: Riscos absolutos e relativos de 2CIN2 e =CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um Teste do DNA do HPV

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=939 N=865*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Positiva 20,1 (79/394) 18,7 (79/422)
(18,1, 22,0) (17,0, 20,4)
9,1 8,3
2,2 (12/545) (5.0.16.5) 2,3 (10/443) (44, 15.8)
2CIN2 Negativa ’(1 2,35) ’(1 2,3.8)
Prevaléncia (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
. 9,4 (37/394) 8,5 (36/422)
Positiva (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 Negativa (’0 2,17 (’O 2.17)
Prevaléncia (%) 4,4 (41/939) 4,5 (39/865)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.
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As estimativas de risco absoluto e relativo de doenca (=CIN2 e 2CIN3, com base em todas
as avaliacbes de biopsias) para o Aptima HPV Assay e o teste do DNA do HPV disponivel
no mercado sdo apresentados por grupo etario na Tabela 7.

Tabela 7: Populagao ASC-US = 21 anos: Riscos absolutos e negativos de 2CIN2 e =CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um Teste do DNA do HPV por grupo etario

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=939 N=865*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Idade Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=415 N=389
Positiva 22,0 (55/250) 20,8 (56/269)
21a29 (19,6, 24,2) 6,1 (19,0, 22,5) 8.3
anos Nedativa 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)
Prevaléncia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Positiva 18,9 (18/95) 16,0 (16/100)
>CIN2 30a39 (14,7,22,7) 15,8 (11,8, 19,6) 5,6
= anos Negativa 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)
Prevaléncia (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
N 12,2 (6/49) 13,2 (7/53)
2 40 Positiva (58, 184) 6.5 (69.187) 8.1
2 anos
Neqativa 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)
Prevaléncia (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)
N=415 N=389
Positiva 10,4 (26/250) 9,3 (25/269)
21a29 (8,9, 11,4) 17,2 (8,2, 10,0) . .
Nao calculavel
anos Neaativa 0,6 (1/165) (2,4, 125) 0,0 (0/120)
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevaléncia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
s 8,4 (8/95) 7,0 (7/100)
Positiva
>CIN3 30a39 (5,2,10,4) 14,1 (3,9,91) 49
- anos Neqativa 0,6 (1/167) (1,8, 111) 1,4 (2/139) (1,0, 22,9)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevaléncia (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
N 6,1 (3/49) 7,5 (4/53)
Positiva (16,10,2) 65 (2.9,107) 13,9
2 40 anos ’ ’
Neqativa 0,9 (2/213) (1,1, 38,0) 0,5 (1/184) (1,6, 122)
9 (0,1,2,0) (0,0,1,8)
Prevaléncia (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.

Aptima HPV Assay 34 AW-14517-601 Rev. 007



Aptima” Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Populagao NILM 2 30 anos: Desempenho Clinico do Aptima HPV Assay com
Espécimes de Citologia Liquida ThinPrep na Linha de Referéncia

Na totalidade, verificaram-se 11 644 mulheres com resultados citoldgicos de NILM inscritas
no Estudo NILM. Destas, 773 mulheres foram retiradas e excluidas da avaliagdo na linha de
referéncia As restantes 10 871 mulheres susceptiveis de serem avaliadas tinham 30 anos ou
idade superior com resultados citologicos de NILM e resultados do Aptima HPV Assay. Das
540 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay positivos, 335 realizaram colposcopia
na linha de referéncia. Das 10 331 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay
negativos, 530 realizaram colposcopia na linha de referéncia. Vinte (20) mulheres tinham
2CIN2 e onze (11) tinham =CIN3; 799 mulheres tinham histologia normal/CIN1; 46 mulheres
tinham um estado de doenca indeterminado. Os resultados do Aptima HPV Assay pelo
diagnéstico do Painel de Consenso de Estudo Histolégico na linha de referéncia sao
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Populagdo NILM = 30 anos: Resultados do Aptima HPV Assay e de um Teste de DNA do
HPV por diagnéstico do painel de consenso de estudo histoldgico na linha de referéncia

Consenso do diagnostico do painel de revisao de histologia

Resultado do Teste do
Aptima HPV Assay* | DNA do HPV | Indeterminado Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancro Total
Positiva Positiva 11 212 11 4 7 2 247
Positiva Negativa 7 59 0 1 0 1 68
. Sem
Positiva - 3 16 1 0 0 0 20
resultado
Negativa Positiva 10 170 8 2 1 0 191
Negativa Negativa 15 313 9 1 0 0 338
Negativa Sem 0 0 0 1 0 0 1

resultado**

Total 46 770 29 9 8 3" 865

*Todas as amostras apresentaram resultados finais validos (quando foi realizado o teste inicial ou apds resolugao de
resultados iniciais invalidos por procedimento).

**21 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.

***Trés mulheres apresentavam adenocarcinoma in situ (AIS).
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Na totalidade, 10 052 mulheres apresentavam um estado de doenca nao verificado
(incluindo indeterminado) na linha de referéncia (Tabela 9). Devido a apenas terem sido
encaminhadas para colposcopia mulheres seleccionadas aleatoriamente com resultados
negativos para o Aptima HPV Assay e para o teste do DNA do HPV disponivel nho mercado,
a proporcao de mulheres com estado de doenga nao verificado neste grupo foi elevada
(96,6%). Para ajustar este desvio de verificagao, foi utilizado um método de imputacao
multipla para efectuar a estimativa de mulheres com doencga que teriam sido identificadas
caso todas as mulheres tivessem sido submetidas a colposcopia. Sdo apresentadas tanto as
estimativas de desempenho ajustadas do desvio de verificagdo como as estimativas de
desempenho ndo ajustadas com base nas 819 mulheres com estado de doenca verificado
na linha de referéncia.

Tabela 9: Populagao NILM = 30 anos: Classificacdo de mulheres NILM susceptiveis de serem
avaliadas de acordo com os resultados do Aptima HPV Assay e do teste do DNA do HPV, estado
da doencga (=CIN2 e =CIN3) e estado de verificagdo da doenga na linha de referéncia

Estado de doenca Estado de doenga Estado de doenga nao
verificada: 2CIN2 verificada: 2CIN3 verificada
Mulheres com
Resultado Mulheres | Mulheres nao | Mulheres | Mulheres ndo estado de doenga
do Aptima | Teste do DNA | Total de doentes doentes doentes doentes desconhecido
HPV Assay* do HPV mulheres (2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) (% desconhecida)
Positiva Positiva 360 13 223 9 227 124 (34,4%)
Posltiva Negativa 150 2 59 1 60 89 (59,3%)
Positiva Sem
resultado** 30 0 17 0 17 13 (43,3%)
Negativa Positiva 306 3 178 1 180 125 (40,8%)
Negativa Negativa 9420 1 322 0 323 9097 (96,6%)
Negativa Sem
9 resultado** 605 1 0 0 1 604 (99,8%)
Total 10 871 20 799 11 808 10 052 (92,5%)

*Todas as amostras apresentaram resultados finais

resultados iniciais invalidos por procedimento).

validos (quando foi realizado o teste inicial ou apés resolugédo de

**635 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay nao tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.
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A prevaléncia ajustada de 2CIN2 e 2CIN3 em mulheres com resultados citolégicos de NILM
foi de 0,9% e 0,4%, respectivamente. As estimativas ajustadas de risco absoluto e negativo
para a detecgdo de =CIN2 e =CIN3 na linha de referéncia sdo demonstradas na Tabela 10.
O risco relativo ajustado de =CIN2 foi de 8,1 (Cl de 95%: 2,3, 28,1), indicando que uma
mulher que teve um resultado positivo com o Aptima HPV Assay tem 8,1 vezes mais
probabilidade de ter 2CIN2 do que uma mulher que tenha tido um resultado negativo com o
Aptima HPV Assay. O risco relativo ajustado de =CIN3 foi de 34,5 (Cl de 95%: 2,7, 443,3).
As estimativas nao ajustadas de risco absoluto e relativo para a deteccdo de =CIN2 e 2CIN3
na linha de referéncia sdo apresentadas em geral na Tabela 11 e por grupo etario na
Tabela 12.

Tabela 10: Populagéo NILM = 30 anos Risco absoluto e relativo de 2CIN2 e 2CIN3 para os resultados
do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA do HPV (estimativas ajustadas do desvio de verificagéo)
na linha de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Positiva 4.7 3.7
(2,9,7,6) 8,1 (2,3, 6,0) 7.3
(2,3, 28,1) (1,6, 33,4)
2CIN2 Negativa 0,6 (0,2, 1,9) © 1052 1)
Prevaléncia (%) 0,9 0,9
Positiva 3.3 23
(1,4,7,6) 34,5 (1,3, 4,1) 21,0
. 0,1 (2,7, 443,3) 0,1 (1,0, 423,4)
2CIN3 Negativa (0,0, 1,6) (0,0, 2.4)
Prevaléncia (%) 0,4 04

Tabela 11: Populacédo NILM = 30 anos: Risco absoluto e relativo de 2CIN2 e =CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA do HPV (estimativas n&o ajustadas) na
linha de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=819 N=801*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
" 4,8 (15/314) 3,8 (16/417)
Positiva (3,4, 5,8) 2,9, 4.4)
4,8 49

1,0 (5/505) (18,13.1) 0,8 (3/384) (1:4,16.7)

2CIN2 Negativa (’04 1,9) (‘O 2,1,9)
Prevaléncia (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
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Tabela 11: Populagédo NILM = 30 anos: Risco absoluto e relativo de 2CIN2 e 2CIN3 para os

resultados do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA do HPV (estimativas nao ajustadas) na
linha de referéncia (continuagéo)

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=819 N=801*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
. 3,2 (10/314) 2,4 (10/417)
Positiva (2.2,37) (16,2,7)
16,1 9,2
0,2 (1/505) (2.1,125) 0,3 (1/384) (1.2,71.6)
2CIN3 Negativa (’0 0,0.9) (’0 0, 1.1)
Prevaléncia (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay nao tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.
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Tabela 12: Populagdo NILM = 30 anos: Risco absoluto e relativo de 2CIN2 e 2CIN3 para os resultados
do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA do HPV por grupo etario (estimativas ndo ajustadas) na
linha de referéncia

Aptima HPV Assay

Teste do DNA do HPV

N=819 N=801*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Idade Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=384 N=377
" 4,8 (8/167) 3,2 (7/216)
Positiva
30239 (2.1,9.2) 10,4 (1.3, 6,6) 26
anos Negativa 0,5 (1/217) (1,3,823) 1,2 (2/161) (0,5,12,4)
g (0,0, 2,5) 0,2, 4,4)
Prevaléncia (%) 2,3 (9/384) 2,4 (9/377)
2CIN2
N=435 N=424
" 4,8 (7/147) 4,5 (9/201)
Positiva
> 40 (1,9, 9,6) 3.4 (2.1, 83) 10,0
Anos Negativa 1,4 (4/288) (1,0, 11,5) 0,4 (1/223) (1,3,78,1)
(0,4, 3,5) (0,0,2,5)
Prevaléncia (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=384 N=377
. 3,0 (5/167) 2,3 (5/216)
10430 Positiva (1,0, 6,8) 65 (0.8,53) 3.7
a , ,
anos Negativa 0,5 (1/217) (0,8,55,1) 0,6 (1/161) (0,4, 31,6)
g (0,0, 2,5) (0,0, 3,4)
Prevaléncia (%) 1,6 (6/384) 1,6 (6/377)
2CIN3
N=435 N=424
. 3,4 (5/147) 2,5 (5/201)
Positiva (1.1,7.8) (0,8, 5,7)
240 0.0 (07288) N3o calculavel 0.0 07223) N&o calculavel
Anos : ) )
Negativa (0,0, 1,3) (0,0, 1,6)
Prevaléncia (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay nao tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao
volume insuficiente do espécime de citologia.
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As estimativas do desempenho clinico ajustado do Aptima HPV Assay, incluindo
sensibilidade, especificidade, PPV e NPV para a deteccdo de 2CIN2 e 2CIN3 sao
apresentadas na Tabela 13, tal como as estimativas para o teste do DNA do HPV disponivel
no mercado. As estimativas do desempenho clinico ndo ajustadas sao apresentadas na
Tabela 14. O Aptima HPV Assay e o teste do DNA do HPV disponivel no mercado
apresentaram sensibilidade semelhante, ao passo que a especificidade foi significativamente
superior para o Aptima HPV Assay (Cl ndo sobrepostos de 95%). As estimativas do valor de
progndstico do Aptima HPV Assay foram clinicamente relevantes e semelhantes as
estimativas para o teste do DNA do HPV disponivel no mercado. Os NPV foram semelhantes,
porém, para a detecgédo de =2CIN2, o PPV para o Aptima HPV Assay foi ligeiramente superior

ao PPV para o teste do DNA do HPV disponivel no mercado (4,7% vs. 3,7%).

Tabela 13: Populacédo NILM = 30 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA
do HPV para a deteccao de =CIN2 e =CIN3 (estimativas ajustadas do desvio de verificagdo) na linha

de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) 31,0 (5.9, 56,1) 35,4 (3.8, 66,9)
Especificidade (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,7 (93,2,94,2)
2CIN2 PPV (%) 47 (2,9,7,6) 3,7 (2,3,6,0)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevaléncia (%) 0,9 0,9
Sensibilidade (%) 61,5 (14,0, 100) 56,4 (0,4, 100)
Especificidade (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 PPV (%) 3,3 (1,4,7,6) 2,3 (1,3,4,1)
NPV (%) 99,9 (98,4, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevaléncia (%) 0,4 0,4
Aptima HPV Assay 40 AW-14517-601 Rev. 007



Aptima”

Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Tabela 14: Populacdo NILM = 30 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste do DNA
do HPV para a detecgdo de =CIN2 e =2CIN3 (estimativas ndo ajustadas) na linha de referéncia

Aptima HPV Assay

Teste do DNA do HPV

N=819 N=801*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) (125/’200) (53,1, 88,8) (18;/’129) (62,4, 94,5)
Especificidade (%) (5(?02/;399) (59,2, 65,9) (3;18/’7782) (45,2, 52,2)
4,8 3,8
2CIN2 PPV (%) (15/314) (3,4,5,8) (16/417) (2,9,4,4)
99,0 99,2
0, ’ 3
NPV (%) (500/505) (98,1, 99,6) (381/384) (98,1, 99,8)
Prevaléncia (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
Sensibilidade (%) (19(?/’191) (62,3, 98,4) (19(3’191) (62,3, 98,4)
Especificidade (%) (50642/5408) (59,0, 65,7) (3;3%’7590) (45,0, 52,0)
3,2 24
2CIN3 PPV (%) (10/314) (2,2,3,7) (10/417) (1,6,2,7)
99,8 99,7
0, ’ 3
NPV (%) (504/505) (99,1, 100) (383/384) (98,9, 100)

Prevaléncia (%)

1,3 (11/819)

1,4 (11/801)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay n&o tinham resultados do teste do DNA do HPV sobretudo devido ao

volume insuficiente do espécime de citologia.
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A comparacgao directa entre Aptima HPV Assay e o teste do DNA do HPV disponivel no
mercado demonstra sensibilidade semelhante e especificidade melhorada significativa
estatisticamente do Aptima HPV Assay em relagdo ao teste de DNA do HPV disponivel no
mercado para a detecgcdo de =CIN2, conforme demonstrado pelas relagcdes de taxas de
resultados positivos reais ou de resultados positivos falsos (Tabela 15 e Tabela 16,

respectivamente).

Tabela 15: Populagédo NILM = 30 anos: Relagao de taxas de resultados positivos reais (Aptima HPV
Assay/teste do DNA do HPV) para mulheres com =CIN2 (estimativas n&o ajustadas) na linha de

referéncia

Teste do DNA do HPV

Positiva Negativa Total
Positiva 13 2 15 (78,9%)
Aptima HPV Assay
Negativa 3 1 4
Total 16 (84,2%) 3 19

Relacéo de taxas de resultados positivos reais = 0,94 (15/16) (Cl de 95%: 0,67, 1,20)

Tabela 16: Populagédo NILM = 30 anos: Relagéo de taxas de resultados positivos falsos (Aptima
HPV Assay/teste do DNA do HPV) para mulheres com <CIN2 (estimativas n&o ajustadas) na linha

de referéncia

Teste do DNA do HPV

Positiva Negativa Total
Positiva 223 59 282 (36,1%)
Aptima HPV Assay
Negativa 178 322 500
Total 401 (51,3%) 381 782

Relacao de taxas de resultados positivos falsos = 0,70 (282/401) (Cl de 95%: 0,64, 0,77)
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Populagao 2 30 Anos de NILM: Desempenho Clinico do Aptima HPV Assay Apés 3
anos de Acompanhamento

Haviam 10 854 mulheres avalidveis com 30 ou mais anos de idade com resultados de
citologia NILM e resultados validos de Aptima HPV assay na linha de referéncia que eram
elegiveis para a Fase de Acompanhamento. Das mulheres sem 2CIN2, 66,9% (7 251/

10 834) das mulheres realizaram uma consulta de papanicolau de acompanhamento no ano
1, 60,2% (6 522/10 825) no ano 2 e 58,6% (6 344/10 818) no ano 3. Na globalidade, 58,8%
(6 380/10 854) das mulheres concluiram o estudo (tinham =CIN2 na linha de referéncia ou
durante o acompanhamento e/ou realizaram as consultas necessarias).

Das 10 854 mulheres, 540 (5,0%) tiveram resultados positivos no Aptima HPV assay na
linha de referéncia. Destas 540 mulheres, 263 (48,7%) tiveram estado positivo ou negativo
de doenga a 3 anos com base em resultados de citologia ou colposcopia/biopsia. As
restantes 10 314 mulheres tiveram resultados negativos no Aptima HPV assay na linha de
referéncia. Destas 10 314 mulheres, 5 943 (57,6%) tiveram um estado positivo ou negativo
da doenga a 3 anos. Das 6 206 mulheres com estado de doenca a 3 anos, 47 mulheres
tinham =CIN2, incluindo 23 com =CIN3; 6 159 mulheres tiveram normal/CIN1 pelo Painel de
Revisdo de Histologia de Consenso. Os resultados na linha de referéncia do Aptima HPV
assay e de um ensaio de DNA do HPV comercialmente disponivel e do estado da doencga a
3 anos (inclui avaliagdo na linha de referéncia e no acompanhamento) pelo Painel de
Revisdo de Histologia de Consenso sao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Populacao = 30 Anos de NILM: Classificagao de Mulheres Elegiveis para a Fase de
Acompanhamento por Resultados no HPV Assay na Linha de Referéncia, Resultados de Teste de
DNA do HPV na linha de referéncia e Estado de Doencga (=CIN2, 2CIN3, Nao verificado)
Determinado nas Fases de Linha de Referéncia e de Acompanhamento

Estado de Doencga Estado de Doenca = -
Verificado: 2CIN2 | Verificado: 2CIN3 | EStado de Doenga Nao Verificado
Resultado
Abti Teste de Total de Mulheres Mulheres
no Aptima ADN HPV Mulheres |Mulheres = Mulheres = .
HPV Assa Nao Nao Perdidas para . .
y Doentes Doentes Indeterminado
(2CIN2) Doentes (2CIN3) Doentes | Acompanhamento
= (<CIN2) - (<CIN3)
Positivo Positivo 360 22 154 15 161 165 19
Positivo Negativo 150 2 72 1 73 68
Lo Sem
Positivo Resultado™ 30 2 1" 1 12 14 3
Negativo Positivo 304 6 146 3 149 133 19
Negativo Negativo 9 405 14 5 455 3 5 466 3735 201
. Sem
Negativo Resultado™ 605 1 321 0 322 269 14
Total 10 854 47 6 159 23 6 183 4 384 264

*Mulheres que tenham resultados anormais no teste de citologia durante o acompanhamento e que n&o tenham um resultado
do Painel de Revisdo de Histologia de Consenso subsequente e mulheres com citologia inadequada na sua ultima consulta.
174 mulheres com estado indeterminado de doenga concluiram o acompanhamento de acordo com o protocolo.

**635 mulheres com resultados no Aptima HPV assay n&o tiveram resultados no teste de ADN HPV principalmente devido a
volume insuficiente do espécime de citologia.

O risco acumulado de 3 anos de doencga (2CIN2 e 2CIN3) baseia-se na estimativa
Kaplan-Meier (analise vida-tabela) e inclui doenca detectada na linha de referéncia ou no
acompanhamento. As mulheres que tinham alguma indicacdo de doenga (ASC-US ou
resultados de citologia mais graves) mas sem resultado de Painel de Revisdo de Histologia
de Consenso foram incluidas na analise utilizando um método de imputagdo multiplo para
prever o numero de mulheres com doenga que teriam sido identificadas se as mulheres
tivessem sido submetidas a colposcopia.
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As estimativas de risco absoluto e relativo acumulado de 3 anos para deteccdo de 2CIN2 e
=CIN3 sédo mostradas na Tabela 18.

Tabela 18: Populacio = 30 Anos de NILM: Riscos Absoluto e Relativo Acumulado de 3 Anos* de
2CIN2 e 2CIN3 para Resultados do Aptima HPV Assay e de um Teste de DNA do HPV na Linha de

Referéncia
Aptima HPV Assay Teste de ADN HPV
Resultado do Risco Absoluto Risco Relativo Risco Absoluto Risco Relativo
Ensaio (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% CI)
Positivo 7,39 6,42
(5,12, 10,59) 22,55 (4,50, 9,13) 22,71
>CIN2 Neaative 033 (12,68, 40,10) 028 (12,19, 42,29)
g (0,21,0,51) (0.17, 0.47)
Prevaléncia (%) 0,68 0,68
Positivo 4,66 414
(2,94, 7,36) 4412 (2,62, 6,52) 51.33
>CIN3 Neaative 0,11 (16,91, 115,10) 0,08 (17,74, 148,55)
9 (0,04, 0,25) (0,03, 0,22)
Prevaléncia (%) 0,34 0,35

*Os riscos cumulativos de 3 anos ajustados para outros desvios possiveis foram semelhantes aos riscos apresentados nesta
tabela. Devido as diferencas previstas nos riscos no ano 1 e no ano 2 para os dois grupos de mulheres no estudo de
acompanhamento (grupo de mulheres com colposcopia na linha de referéncia e grupo de mulheres sem colposcopia na linha
de referéncia), apenas foi reportado o risco cumulativo de 3 anos para os grupos combinados.

A prevaléncia acumulada de 3 anos de =CIN2 e 2CIN3 em mulheres com resultados de
citologia NILM na linha de referéncia foi de 0,68% e 0,34%, respectivamente. O risco relativo
de =CIN2 foi de 22,55 (95% CI: 12,68, 40,10), indicando que uma mulher que é positiva no
Aptima HPV assay tem 22,55 vezes mais probabilidade de ter 2CIN2 do que uma mulher
que é negativa no Aptima HPV assay. O risco relativo de 2CIN3 foi de 44,12 (95% CI: 16,91,

115,10).
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Desempenho clinico do Aptima HPV Assay com espécimes de citologia liquida SurePath

Espécimes conservados em SurePath tratados com a Solugcao de Transferéncia Aptima

Espécimes de citologia liquida SurePath foram colhidos de mulheres canadianas (n=558)
encaminhadas para acompanhamento devido a um ou mais exames Papanicolau anormais,
infecgao pelo HPV ou outra razao. Uma aliquota (0,5 ml) de cada espécime foi transferida
para um tubo de Transferéncia de Espécimes Aptima e depois tratada com a Solugao de
Transferéncia Aptima. Uma unica réplica de cada espécime foi testada com o Aptima HPV
Assay. Uma aliquota individual (1 ml) de cada espécime foi retirada para ser avaliada com
um teste de PCR para o HPV disponivel no mercado. A sensibilidade clinica para a
deteccédo da doencga, definida como resultado histolégico 2CIN3, foi calculada tanto para o
Aptima HPV Assay como para o teste de PCR para o HPV, conforme apresentado na
Tabela 19, com os valores de prognéstico positivos e negativos.

Tabela 19: Desempenho do Aptima HPV Assay e do teste de PCR para o HPV para a deteccao de

=CIN3
Aptima HPV Assay Teste de PCR para o HPV
N=558 N=558
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) (285%’2%) (72,8 - 96,3) (2853’238) (72,8 - 96,3)
Especificidade (%) (3051%%0) (52,5 - 60,9) (2;03;;30) (44,8 - 53,3)
9,8 8,5
o, ’ - ’ -
PPV (%) (25/254) (8,1-11,2) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
o, ’ - ’ -
NPV (%) (301/304) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevaléncia (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)
Aptima HPV Assay 45 AW-14517-601 Rev. 007



Desempenho do ensaio no Tigris DTS System

Aptima~

Tabela 20: Sensibilidade do Aptima HPV Assay com espécimes de citologia liquida SurePath e

ThinPrep
ThinPrep SurePath
Genétipo Copias/

de HPV reacgio % positiva % positiva

(CI de 95%) (CI de 95%)

16 60 (91 ?1%39,7) (94,10?(1)00)

18 100 (94,100-(1)00) (94,10(3(1)00)

31 25 (94,10({(1)00) (86%?;)8,3)

33 60 (88,96%79, 1) (91 ?18-1339,7)

35 25 (94,100-(1)00) (94,10(3(1)00)

39 25 (94,10({(1)00) (81 ,%1-576,4)

45 40 (94,10(?(1)00) (86%5-1.;)8,3)

51 250 (94,100-(1)00) (94,10(3(1)00)

52 600 (94,100-(1)00) (91 ?18-59,7)

56 100 (91 ,91%’939,7) (84?13-57,4)

58 50 (86?35-;'«)08,3) (84?913157,4)

59 S (88%%79, 1) (81 %1-'976,4)

66 150 (91 ,91%’939,7) (86%5-%?8,3)

68 30 (88%%79,1) (84?913157,4)
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Desempenho do Aptima HPV Assay com Colheita e Transporte de Espécimes

Cervicais

Os espécimes de citologia liquida ThinPrep emparelhados e os espécimes do Kit CSCT
Aptima foram colhidos em 735 sujeitos. Um mililitro (1,0 ml) de cada espécime de citologia
liquida ThinPrep foi diluido em 2,9 ml de meio de transporte de espécimes Aptima e uma
unica réplica foi testada com o Aptima HPV assay no Tigris DTS System. Uma Unica réplica
de cada espécime de CSCT também foi testada com o Aptima HPV assay. A concordancia
percentual do Aptima HPV assay entre o espécime de citologia liquida ThinPrep e o
espécime do CSCT foi determinada e os resultados séo indicados na Tabela 21.

A concordancia positiva percentual foi de 95,9% (CI de 95%: 92,6-97,8); a concordancia

negativa percentual foi de 95,5% (CIl de 95%: 93,3-97,0); a concordancia geral foi de 95,6%
(Cl de 95%: 93,9-96,9). Observou-se uma forte correlagdo entre os espécimes de citologia
liquida e os espécimes do kit de transporte (kappa = 0,90)

Tabela 21: Concordancia geral dos Resultados do Aptima HPV assay de Espécimes de Citologia
Liquida ThinPrep e de espécimes do Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes do Colo do
Utero testadas no Tigris DTS System

Espécime de citologia liquida ThinPrep
Positiva Negativa Total
L. . . Positiva 234 22 256
Espécime do kit Aptima CSCT
Negativa 10 469 479
Total 244 491 735
Concordancia positiva = 95,9% (92,6-97,8)
Concordancia negativa = 95,5% (93,3-97,0)
Concordancia geral = 95,6% (93,9-96,9)
Coeficiente kappa = 0,90
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Sensibilidade analitica

O limite de detecgao (Limit of Detection, LOD) no “cutoff”’ clinico consiste numa concentragao
de RNA do HPV que é positiva (acima do “cutoff’ clinico) 95% das vezes. Determinou-se o
LOD do Aptima HPV Assay testando painéis de diluicdo de transcritos in vitro (IVT) para
todos os 14 gendtipos de alto risco e 4 linhas celulares infectadas com HPV: SiHa, Hela,
MS751 e ME180 (ATCC, Manassas, Virginia). No caso dos painéis de IVT, o meio de
transporte de espécimes foi aditivado com IVT com varias concentracoes e depois diluido
com espécimes de citologia liquida ThinPrep individuais negativos antes de serem realizados
testes. No caso de painéis de células infectadas com HPV, grupos de espécimes de citologia
liquida ThinPrep negativos para HPV foram aditivados com células infectadas com HPV com
varias concentracdes e depois diluidos com meio de transporte de espécimes antes de serem
realizados testes. Trinta réplicas de cada nivel de copias foram testadas com cada um de
dois lotes de reagente para um total de 60 réplicas. Realizaram-se testes durante 14 dias,
com 1 a 12 execugdes por dia e 5 réplicas de um dado gendtipo, com testes de concentragao
em cada execucao. O limite de deteccdo de 95% foi calculado a partir da analise de
regressao Probit dos resultados de positividade para cada painel de diluigéo.

Os resultados da analise Probit, Tabela 22, mostram que os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 38, 45, 58,
59 e 68 de HPV tinham limites de detec¢do de 95% inferiores a 100 copias/reacgao, tendo os
tipos 51, 52, 56 e 66 limites de deteccédo de 95% entre 100 e 300 cépias/reacc¢ado. As quatro
linhas celulares testadas tinham limites de deteccao de 95% inferiores a 1 célula/reaccéo.

Tabela 22: Limite de detecc¢ao no “cutoff’ clinico do Aptima HPV Assay

Alvo Limite de detecgcao*
(Cl de 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 39 246 (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 reacgao para transcritos in vitro e células por reacgdo para linhas celulares
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Precisao do Ensaio

A precisdo do Aptima HPV Assay foi avaliada em dois estudos utilizando o mesmo painel de
20 membros. O estudo 1 foi conduzido em 3 locais de teste externos para determinar a
reprodutibilidade do ensaio. O estudo 2 foi conduzido nas instalagées para medir a
repetibilidade do ensaio. O painel incluiu 10 membros de HPV positivo com concentragdes
no ou acima do limite de detecgcédo do ensaio (positividade esperada: = 95%), 4 membros de
HPV positivo com concentragdes abaixo do limite de deteccdo do ensaio (positividade
esperada: > 0% a <25%) e 6 membros de HPV negativos. Os membros do painel de HPV
positivos foram preparados aditivando transcritos de RNA in vitro (IVT) em meios de
transporte de espécimes (specimen transport medium, STM) ou células cultivadas infectadas
pelo HPV (SiHa, HeLa, ME180 e MS751; ATCC, Manassas, Virginia) na solugdo PreservCyt.
Os membros do painel negativo de HPV foram preparados com STM ou espécimes de
citologia liquida residuais ThinPrep agrupados.

No estudo 1, 2 operadores em cada um dos 3 locais de teste (1 instrumento por local)
efectuaram uma lista de trabalho do Aptima HPV Assay por dia durante 3 dias para cada um
dos 3 lotes de reagente. Cada lista de trabalho continha 3 réplicas de cada um dos membros
do painel de reprodutibilidade. Foram testados cento e sessenta e dois (162) tubos de amostra
individuais para cada membro do painel (3 locais x 1 instrumento x 2 operadores x 3 lotes x
3 listas de trabalho x 3 réplicas). No estudo 2, o teste foi efectuado nas instalagbes durante
20 dias com um total de 162 reacgbes testadas para cada membro do painel (1 local x
3 instrumentos x 3 operadores x 3 lotes x 2 listas de trabalho x 3 réplicas).

Os membros do painel sao descritos na Tabela 23a (membros do painel com resultados
positivos esperados) e na Tabela 23b (membros do painel com resultados negativos
esperados) juntamente com um resumo da concordancia com resultados esperados e valores
de S/CO do analito ao 2,5°, 50° e 97,5° percentis da distribuicado do S/CO. A variabilidade do
S/CO do analito para os membros do painel com resultados positivos esperados é indicada
na Tabela 24 para o Estudo 1 e na Tabela 25 para o Estudo 2.

A concordancia positiva para membros do painel de HPV positivo com concentragdes no ou
acima do limite de deteccao do ensaio variaram de 95,1% a 100% no Estudo 1 e de 93,2%
a 100% no Estudo 2 para 9 dos 10 membros do painel. O restante membro do painel
positivo de HPV resultou numa concordancia de 77,2% no Estudo 1 e 79,0% no Estudo 2, a
qual foi mais baixa do que o esperado, mas foi consistente entre os 2 estudos. A
concordancia negativa dos membros do painel negativo do HPV alto com concentragdes
abaixo do limite de deteccdo do ensaio variou de 78,8% a 93,8% no Estudo 1 e 82,1% a
95,7% no Estudo 2. A concordancia com resultados esperados para os membros do painel
de HPV negativo variou de 96,9% a 100% no Estudo 1 e de 96,3% a 100% no Estudo 2.
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Descrigao do painel
(copias ou
células/reacgao)

Estudo 1
(3 locais de teste)

Estudo 2
(1 local de teste)

% de concordancia
positiva
(Cl de 95%)

% de concordancia
positiva
(Cl de 95%)

IVT de HPV 16 e HPV 18 100 (161/161) 100 (162/162)
(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)
Células SiHa (3 células) e 100 (162/162) 100 (162/162)
células HelLa (7,5 células) (97,7, 100) (97,7, 100)
IVT de HPV 18 100 (162/162) 100 (160/160)
(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)
IVT de HPV 16 100 (162/162) 100 (162/162)
(100 copias) (97,7, 100) (97,7, 100)

Células MS751
(1 célula)

99,4 (161/162)
(96,6, 99,9)

96,9 (157/162)
(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)
IVT de HPV 18 99,4 (161/162) 100 (162/162)
(30 copias) (96,6, 99,9) (97,7, 100)
IVT de HPV 16 100 (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
(1 célula)*

77,2 (125/162)
(70,1, 83,0)

79,0 (128/162)
(72,1, 84,6)

Tabela 23a: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 1 e 2: Descri¢ao do painel,
Concordancia positiva e Percentil de distribuicao dos valores de S/CO do analito para os membros
do painel com resultados positivos esperados

IVT = transcrito in vitro. IVT foi aditivado em STM e as células foram aditivadas em solugédo PreservCyt.

*A % esperada de concordancia positiva foi de ~95%; foi observada mais baixa possivelmente devido a variabilidade de
fabrico do membro do painel.
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Tabela 23b: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 1 e 2: Descrigdo do painel,
Concordancia negativa e Percentil de distribuicdo dos valores de S/CO do analito para os membros
do painel com resultados negativos esperados

(cépias ou
células/reacgao)

Estudo 1
(3 locais de teste)

Estudo 2
(1 local de teste)

Descrigao do painel

% de concordancia
negativa
(ClI de 95%)

% de concordancia
negativa
(ClI de 95%)

IVT de HPV 18 78,8 (126/160) 83,3 (135/162)
(1 copia)* (71,8, 84,4) (76,8, 88,3)
IVT de HPV 16 80,9 (131/162) 88,3 (143/162)
(1 cépia)* (74,1, 86,2) (82,4, 92,4)

Células HelLa
(0,05 células)*

79,0 (128/162)
(72,1, 84,6)

82,1 (133/162)
(75,5, 87,2)

Células SiHa

93,8 (152/162)

95,7 (155/162)

(0,03 células)* (89,0, 96,6) (914, 97.9)
STM Lote 1 1?87(17621/3(?)2 ) 1(()87(,17?21/(;(?)2)
STM Lote 2 9%;’(;6 35/91,96)1) 1(()37(,17?21/33)2)
w04 T62) M6 abs,

Grupo 1 de ThinPrep 9¥953(815§é1g)2) 9?953(81535(?)2)

Grupo 2 de ThinPrep 9?9%(35974176)2) 9?932(21596;13?)2)

Grupo 3 de ThinPrep 1(287(’17?21/3(?)2) 9?9%(516;:)13)2)

STM = meio de transporte de espécimes; IVT = transcrito in vitro. IVT foi aditivado em STM e as células foram aditivadas em

solugéo PreservCyt.

* % de concordancia negativa esperada > 75% e < 100%.
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Tabela 24: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 1: Variabilidade do sinal para os
membros do painel com resultados positivos esperados

Nas proprias

L . Entre Entre listas listas de
Descrigéo do painel Entre locais | operadores | Entre lotes | de trabalho | trabalho Total
(copias ou S/CO
células/reacgao) n Média | DP (CV (%)| DP [CV(%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)| DP (CV (%)| DP [CV (%)
VT de HPV 16 e HPVAA8 | 1o1n| 234 | 041 | 04 |01 | 04 |09 ] 40 [ 0| o |16 70 | 19| 81
(100 copias)
Células SiHa (3 células)e | 0 | 479 | ¢ 0o |14 81 ] 0 0 | 06| 31 | 5128653/ 299
células Hela (7,5 células)
IVT de HPV 18 (100 copias) | 162 11,8 0 0 0 0 0,8 6,4 0,1 0,9 1,2 10,1 1,4 12,0
IVT de HPV 16 (100 copias) | 162 10,8 0,2 1,5 0 0 0,1 1,1 0,3 2,6 0,3 3,1 0,5 4.5
Células MS751 (1 célula) 162 13,3 0,3 2,1 0 0 1,0 7,8 0,9 71 2,2 16,2 | 2,6 19,4
Células ME180 (0,3 células)| 162 6,5 0,2 3,2 0 0 0,6 8,6 0,4 55 2,4 36,2 2,5 37,7
IVT de HPV 18 (30 cépias) | 162 9,0 0,7 7,3 0 0 0,7 7,2 0,8 8,3 2,3 25,3 2,6 28,5
IVT de HPV 16 (30 cépias) | 162 10,8 0,1 0,8 0 0 0,1 1,3 0,4 3,8 0,9 8,4 1,0 9,3
Células Hela (2,5 células) | 162 12,4 0 0 0,4 3,3 0,4 3,1 0 0 2,3 18,4 2,4 19,0
Células SiHa (1 célula) 162 7,5 0,3 3,7 1,0 13,0 0 0 0 0 4.8 63,6 4,9 65,0

DP = desvio padrédo; CV = coeficiente de variagdo; IVT = transcrito in vitro; S/ICO = relagdo de sinal para cutoff

AUma amostra apresentou um resultado do Aptima HPV Assay invalido e néo foi incluida na analise.

Nota: A variabilidade de alguns factores pode ser numericamente negativa. Tal pode ocorrer se a variabilidade provocada por
esses factores for muito diminuta. Nestes casos, DP e CV s&o apresentados a 0.
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Tabela 25: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 2: Variabilidade do sinal para os
membros do painel com resultados positivos esperados

Entre Nas préprias
L . instrumento Entre Entre listas listas de
Descrigéo do painel s operadores | Entre lotes | de trabalho trabalho Total
(copias ou S/CO
células/reacgao) n Média | DP [CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)
IVT de HPV 1'6_e HPV 18 162 | 232 | 04 15 0.6 23 0,8 3,4 0,8 3,4 1,5 6,3 2,0 8,4
(100 cépias)
Células SiHa (3 células)e | 5, | 455 | g 0 | 17| 93 | 0 0 | 35| 186 | 37| 200 | 54 | 289
células Hela (7,5 células)
IVT de HPV 18 (100 cépias) | 160" | 11,9 0,1 0,6 0,2 1,6 0,8 7,0 0,4 3,6 1,3 11,3 | 1,7 | 13,8
IVT de HPV 16 (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 0,6 43 0 0 25 | 184 | 21 15,2 | 3,3 | 24,2
Células ME180 (0,3 células)| 162 5,8 0 0 06 | 10,8 | 0,5 9,4 22 | 36,9 | 1,7 | 29,7 | 2,9 | 49,5
IVT de HPV 18 (30 copias) | 162 8,8 0,4 4,4 0,5 6,0 0,7 7,9 10 15 | 19| 214 | 24 | 26,6
IVT de HPV 16 (30 copias) | 162 10,5 0 0 0,1 1,3 0,2 2,0 16 | 149 | 12| 11,2 | 20 | 188
Células HelLa (2,5 células) | 159* | 12,0 0,6 5,1 1,0 8,5 0 0 28 | 23,8 | 20 | 16,6 | 3,7 | 30,6
Células SiHa (1 célula) 162 74 09 | 12,5 0 0 0,7 9,3 1,8 24 42 | 56,8 | 4,7 | 63,8

DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo; IVT = transcrito in vitro; S/CO = relagédo de sinal para cutoff

ACinco amostras apresentaram resultados do Aptima HPV Assay invalidos (2 para IVT de HPV 18 (100 cdpias), 3 para células
Hela (2,5 células)) e ndo foram incluidas na andlise.

Nota: A variabilidade de alguns factores pode ser numericamente negativa. Tal pode ocorrer se a variabilidade provocada por
esses factores for muito diminuta. Nestes casos, DP e CV sdo apresentados a 0.

Foi realizado um terceiro estudo para determinar a reprodutibilidade do ensaio testando um
painel de 6 membros de espécimes clinicos de citologia liquida ThinPrep agrupados. Foram
preparados seis grupos unicos de espécimes residuais de citologia liquida ThinPrep de HPV
negativo como matriz, dois dos quais foram testados como membros do painel de HPV
negativo. Foram utilizados quatro grupos unicos de espécimes de citologia liquida ThinPrep
de HPV positivo para preparar os membros do painel de HPV positivo baixos (n=2) e altos
(n=2). Os membros do painel positivo baixos apresentavam concentragdes no limite de
deteccao do ensaio (positividade esperada: = 95% determinada para cada grupo de HPV
positivo individual a partir do teste de diluicbes de série dos grupos). Os membros do painel
positivo alto apresentavam concentragdes a 1-2 logaritmos acima do limite de deteccdo
estimado para cada grupo positivo de HPV individual (positividade esperada: 100% de
positividade). Cada membro do painel foi transferido (1 ml) para um tubo de Transferéncia
de Espécimes Aptima contendo STM no dia do teste. O teste foi realizado nas instalacées
por 2 operadores utilizando 1 lote de reagentes, 3 instrumentos durante 6 dias (3 dias para
cada operador), testando 2 execugdes por dia nas quais o painel foi testado em duplicado.

Os membros do painel sdo descritos na Tabela 26, juntamente com um resumo da
concordancia com os resultados esperados e os valores do S/CO do analito ao 2,5°, 50° e
97,5° percentis do sinal de distribui¢cdo. A variabilidade do S/CO do analito para os membros
do painel com resultados positivos esperados é apresentada na Tabela 27.
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A concordancia foi de 100% para os membros do painel de HPV positivo alto, = 98,6% para
os membros do painel de HPV positivo baixo e = 94,4% para os membros do painel de HPV
negativo.

Tabela 26: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 3: Descri¢do do painel, concordancia
percentual

Descrigdo do painel % dt(eciodnec;:'f/?)nda
Positivo baixo 1 ?3265(7;55))
Positivo baixo 2 1(825()721/(?3))

Positivo alto 1 1(825()721/(?3))
Positivo alto 2 1(825()721/(?3))
Negativa 1 ?3265(7;55))
Negativa 2 ?3646(63475))

Tabela 27: Reprodutibilidade do Aptima HPV Assay no Estudo 3: Analise do sinal para os membros
do painel com resultados positivos esperados

Nas préprias
Entre Entre Entre listas listas de
instrumentos | operadores Entre lotes de trabalho trabalho Total
Descricao do S/CO cv Ccv Ccv Ccv Ccv Ccv
painel n Média DP (%) DP (%) DP (%) DP (%) DP (%) DP (%)
Positivo baixo 1 72 9,8 0 0 0 0 0 0 2,2 22,8 3,0 30,4 3,7 38,0
Positivo baixo 2 72 10,5 0 0 2,2 21,0 0,9 9,0 3,7 35,3 2,7 26,1 52 | 49,5
Positivo alto 1 72 22,7 1,3 5,6 0 0 0,1 0,5 3,0 13,3 3,7 16,4 5,0 21,9
Positivo alto 2 72 239 0 0 0 0 0 0 2,9 12,3 3,0 12,4 4,2 174

DP = desvio padrédo; CV = coeficiente de variagao; S/CO = relagdo de sinal para cutoff

Nota: A variabilidade de alguns factores pode ser numericamente negativa. Tal pode ocorrer se a variabilidade provocada por
esses factores for muito diminuta. Nestes casos, DP e CV s&o apresentados a 0.
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Reactividade cruzada

A especificidade analitica do Aptima HPV Assay foi avaliada com meio de solucéo
PreservCyt diluido de 1:2,9 em STM e aditivado com bactérias, leveduras ou fungos
cultivados; virus cultivados; ou transcritos de HPV de baixo risco in vitro. Os organismos e
as concentragdes de teste sdo identificados na Tabela 28. Os critérios do estudo para a
avaliagdo do efeito da presenga de microrganismos na especificidade do ensaio
basearam-se na positividade. Foi observada reactividade cruzada com gendétipos de HPV
26, 67, 70 e 82 de baixo risco, mas ndo com qualquer um dos outros organismos testados.

Tabela 28: Painel de especificidade analitica: Organismos e concentragdo sem reactividade

cruzada
Concentragao de teste Concentragao de teste
Organismo sem reactividade Organismo sem reactividade
cruzada cruzada
Bactérias
Acinetobacter Iwoffii 1x10® CFU/mlI Listeria monocytogenes 1x10® CFU/ml
Actinomyces israelii 1x10® CFU/mlI Micrococcus luteus 1x10® CFU/ml
Alcaligenes faecalis 1x10°® CFU/ml Mobiluncus curtisii 2x10" CFU/ml

Atopobium vaginae

5x10" CFU/mlI

Mycobacterium smegmatis

1x10° CFU/ml

Bacillus cereus

1x10° CFU/ml

Mycoplasma fermentans

5x10” CFU/ml

Bacteroides fragilis

1x10°® CFU/ml

Mycoplasma genitalium

1x10°® CFU/ml

Bacteroides ureolyticus

1x10°* CFU/ml

Mycoplasma hominis

5x10” CFU/mI

Bifidobacterium adolescentis

1x10°* CFU/ml

Neisseria gonorrhoeae

1x10° CFU/mlI

Neisseria gonorrhoeae e

2,5x10” CFU/ml

Bifidobacterium breve 1x10° CFU/mI Chlamydia trachomatis 2,3x10° TCIDgy/m
Campylobacter fetus-fetus 1x10® CFU/mlI Neisseria meningitidis 1x10% CFU/ml
Chlamydia trachomatis 3,2x10° TCIDgq/ml Peptoniphilus lacrimalis 1x10°® CFU/mI
Clostridium difficile 6x10” CFU/mlI Peptostreptococcus anaerobius 1x10® CFU/ml
Clostridium perfringens 1x10°® CFU/mlI Propionibacterium acnes 1x10°® CFU/mI

Corynebacterium genitalium

1x10° CFU/ml

Proteus mirabilis

1x10° CFU/ml

Corynebacterium xerosis

1x10° CFU/ml

Proteus vulgaris

1x10® CFU/ml

Enterobacter cloacae

1x10°* CFU/ml

Providencia stuartii

1x10°® CFU/ml

Enterococcus faecalis

1x10°* CFU/ml

Pseudomonas aeruginosa

1x10° CFU/ml

Escherichia coli 1x10° CFU/ml Ruminococcus productus 1x10° CFU/ml
Finegoldia magna 1x10°® CFU/mlI Serratia marcescens 1x10® CFU/ml
Fusobacterium nucleatum 1x10® CFU/mlI Staphylococcus aureus 1x10® CFU/ml
Gardnerella vaginalis 1x10® CFU/mlI Staphylococcus epidermidis 1x10® CFU/ml
Haemophilus ducreyi 1x10°® CFU/mlI Staphylococcus saprophyticus 1x10° CFU/mlI

Klebsiella pneumoniae

1x10° CFU/ml

Streptococcus agalactiae

1x10° CFU/ml

Lactobacillus acidophilus

1x10° CFU/ml

Streptococcus pyogenes

1x10° CFU/ml

Lactobacillus crispatus

1x10°® CFU/ml

Streptococcus sanguinis

1x10°® CFU/mlI

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1x10°* CFU/ml

Ureaplasma urealyticum

1x10°® CFU/mlI

Lactobacillus jensenii

1x10°* CFU/ml
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Tabela 28: Painel de especificidade analitica: Organismos e concentragao sem reactividade
cruzada (continuagao)

Concentragao de teste Concentragao de teste
Organismo sem reactividade Organismo sem reactividade
cruzada cruzada

Leveduras/protozoarios

Candida albicans 1x10° CFU/ml H Trichomonas vaginalis 1x107 células/ml
Virus
Adenovirus 2 1x10” vp/ml Virus Herpes simplex 1 2,5x10° TCIDgg/ml
Citomegalovirus 5,6x10% TCIDgo/ml Virus Herpes simplex 2 5x10* TCID5¢/ml
Virus Epstein-Barr 4,3x10° vp/ml SV40 1,2 x10* TCID5p/ml
HIV-1 1,0x10° copias/ml
Genotipos de HPV nao visados
HPV 6 2,5x10° copias/ml HPV 61 2,5x10° copias/ml
HPV 11 2,5x10° copias/ml HPV 67 1 copia/ml
HPV 26 2,5 copias/ml HPV 69 2,5x10° copias/ml
HPV 30 2,5x10° copias/ml HPV 70 1 copia/ml
HPV 34 2,5x10° copias/ml HPV 71 2,5x10° copias/ml
HPV 42 2,5x10° copias/ml HPV 73 2,5x10° copias/ml
HPV 43 2,5x10° copias/ml HPV 81 2,5x10° copias/ml
HPV 44 2,5x10° copias/ml HPV 82 1 copia/ml
HPV 53 2,5x10° copias/ml HPV 85 2,5x10° copias/ml
HPV 54 2,5x10° copias/ml
vp = particulas virais (viral particles) CFU = unidades formadoras de coldnias (colony forming units)

TCID5q = dose infecciosa de culturas de tecidos 50
Nota: A negrito encontram-se o0s tipos em que foi observada reactividade cruzada (> 5% positividade) a concentracées

superiores as indicadas na tabela.

A sensibilidade analitica do Aptima HPV Assay na presenc¢a de microrganismos foi avaliada
com o mesmo painel descrito na Tabela 28, o qual foi também aditivado com uma baixa
concentracao de células SiHa infectadas com HPV (1 célula por reacgao). Os critérios do
estudo para a avaliagdo do efeito da presenca de microrganismos na sensibilidade do
ensaio basearam-se na positividade. A sensibilidade do Aptima HPV Assay nao foi afectada
por nenhum dos organismos testados.

Interferéncia

As substancias descritas na Tabela 29 foram aditivadas individualmente numa solucéo
PreservCyt a 1% e 10% v/v ou pl/v, diluidas com STM e, posteriormente, testadas com o
Aptima HPV Assay. Todas as substancias foram testadas na presenca e na auséncia de
células cultivadas infectadas pelo HPV (SiHa, 3 células/reac¢do). Foi observada interferéncia
com dois dos sete lubrificantes que continham Poliquatérnio 15 e um dos cinco
medicamentos antifungicos que continham tioconazol. Nao foi observada interferéncia com
qualquer outras das substancias testadas.
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Tabela 29: Substancias testadas quanto a possivel interferéncia com o Aptima HPV Assay

Categoria do produto

Marca ou tipo de produto

Concentragao mais alta* testada
que nao interferiu com o
desempenho do ensaio

Lubrificante

KY Sensual Mist 10% viv
KY Warming Jelly 10% p/v
KY Warming Liquid 10% viv
Lubrificante pessoal, marca CVS 10% p/v
Logao aquecedora para massagem e lubrificante pessoal, o

10% viv
Target Brand

0,3% plv

Astroglide Personal Lubricant

(0,075% p/v da amostra testada)

Target Brand Lubricating Liquid

0,1% viv
(0,025% v/v da amostra testada)

Target Brand Tioconazole 1

Espermicida Gynol Il Vaginal Contraceptive Original Formula 10% p/v

Gynol Il Vaginal Contraceptive Extra Strength 10% p/v

Delfen Vaginal Contraceptive Foam 10% p/iv

Encare Vaginal Contraceptive 10% p/v

Conceptrol Vaginal Contraceptive 10% p/v

Medicacgao Antifangica/ |Vagisil Maximum Strength 10% p/iv
Anticomichao

Monistat Soothing Care 10% p/v

Monistat 3 Combination Pack 10% p/iv

0,3% plv

(0,075% p/v da amostra testada)

Target Brand Miconazole 3 10% p/iv
Acido Acético Glacial EMD M/N AX0073-11 10% viv
Sangue Total sangue total 10% viv

*Lubrificantes pessoais que contém Poliquatérnio 15.
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Resultados previstos do Panther System: Prevaléncia de mRNA do HPV
de alto risco

A prevaléncia de infecgdo com HPV de alto risco varia amplamente e é influenciada por
diversos factores, sendo a idade o factor com maior preponderancia.®**® Ha muitos estudos
gue investigaram a prevaléncia do HPV determinada pela detec¢do de DNA do HPV;
contudo, poucos estudos indicaram a prevaléncia com base na deteccdo de mRNA do HPV
oncogénico. Inscreveram-se num estudo clinico prospectivo conhecido como ensaio CLEAR
mulheres de varias clinicas (n=18), representando uma ampla distribuicdo geografica e uma
populacao diversificada (10 estados dos Estados Unidos da América).** Conforme
determinada pelo Aptima HPV Assay no Panther System, a prevaléncia de amostras
positivas para mRNA do HPV observada no ensaio clinico foi categorizada, em geral, de
acordo com o grupo etario e o local do teste. Os resultados sao apresentados na Tabela 30
para as populagbes de células escamosas atipicas de significado indeterminado (Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance, ASC-US) e negativo para lesao intraepitelial
ou malignidade (Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, NILM).

Tabela 30: Prevaléncia de mRNA do HPV de alto risco por grupo etario, local de teste e tudo em
conjunto

Taxa de Positividade % (x/n)
Populagdo ASC-US Populagéao NILM
(2 21 anos) (2 30 anos)
Tudo 42,3 (404/956) 4,7 (512/10 860)
Grupo etario (anos)
21a29 60,0 (251/418) N/A
30a39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4192)
240 19,0 (52/273) 3,4 (226/6668)
Local de teste
1 41,5 (134/323) 3,7 (304/8286)
2 43,1 (137/318) 9,2 (118/1285)
3 42,2 (133/315) 7,0 (90/1289)

N/A = nao aplicavel
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Desenho do estudo clinico do Aptima HPV Assay com espécimes de citologia liquida
ThinPrep

O Aptima HPV assay no Sistema Panther foi avaliado utilizando espécimes residuais de
citologia de encaminhamento colhidos de mulheres que deram o seu consentimento durante
o estudo clinico prospectivo e multicéntrico nos EUA conhecido como o ensaio CLEAR.*

Ensaio CLEAR - Avaliacao na Linha de Referéncia

O ensaio CLEAR, para determinar o desempenho clinico do Aptima HPV Assay no Sistema
Tigris DTS na deteccao de neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 ou doencga cervical mais
grave (2CIN2). O Ensaio CLEAR incluiu uma avaliagdo na linha de referéncia e uma
avaliacdo de acompanhamento de 3 anos. As mulheres foram inscritas tanto no Estudo
ASC-US como no Estudo NILM com base nos respectivos resultados de citologia
provenientes de rastreios de rotina ao cancro do colo do utero. A populacdo do Estudo
ASC-US incluiu mulheres com 21 anos e idade superior com resultados citolégicos de
ASC-US e a populacdo do Estudo NILM incluiu mulheres com 30 anos e idade superior com
resultados citolégicos de NILM. O Estudo NILM foi concebido para apoiar a reivindicagdo de
rastreio auxiliar para mulheres com idade igual ou superior a 30 anos, dado que as
mulheres nesta faixa etaria com resultados citolégicos mais altos do que ASC-US devem
seguir para colposcopia, independentemente do seu estado de HPV.*®

Foram inscritas mulheres provenientes de 18 clinicas, sobretudo clinicas de
obstetricia/ginecologia, que abrangeram uma ampla distribuicdo geografica e uma populagao
diversificada. As mulheres elegiveis foram designadas para o Estudo ASC-US ou o Estudo
NILM com base no espécime de citologia de base liquida ThinPrep encaminhado. Na linha
de referéncia, os espécimes residuais encaminhados de mulheres no Estudo ASC-US e no
Estudo NILM foram inicialmente testados com o Aptima HPV Assay no Tigris DTS System e
com um teste de DNA do HPV disponivel no mercado. Os espécimes foram entao
arquivados e conservados a -70 °C até serem testados com o Aptima HPV Assay no
Panther System.

Na linha de referéncia do ensaio CLEAR (Fase de Linha de Referéncia), todas as mulheres
no Estudo ASC-US foram encaminhadas para colposcopia, independentemente dos seus
resultados do teste de HPV. Foi obtida uma curetagem endocervical (ECC), biopsia e
biopsias cervicais por pungao (1 biopsia de cada um dos 4 quadrantes). Caso fosse visivel
uma lesao, era obtida uma biopsia por pung¢do (método direccionado; 1 biopsia por lesao) e
guadrantes sem uma lesao visivel foram submetidos a biopsia na jungao escamo-colunar
(método aleatério).

No Estudo NILM, as mulheres positivas com o Aptima HPV Assay no Tigris DTS System e/ou
com o teste de DNA do HPV disponivel no mercado, bem como as mulheres seleccionadas
aleatoriamente que tinham sido negativas com os dois ensaios, foram encaminhadas para
colposcopia para a avaliacdo da linha de referéncia. As mulheres seleccionadas
aleatoriamente que tinham sido negativas com os dois ensaios foram incluidas para
correcgao relativa ao desvio de verificagdo com estimativas de desempenho ajustadas,
geradas recorrendo a um método de imputagdo multipla. Foi obtida uma biopsia ECC de
cada uma das mulheres que realizaram colposcopia. As biopsias por pungao foram obtidas
apenas de lesdes visiveis (método direccionado; 1 biopsia por leséo).

O estado da doenca foi determinado por um Consenso do Painel de Revisado de Histologia,
que foi baseado na concordéncia de, pelo menos, 2 patologistas especialistas. Os estados
de HPV das mulheres nao foram apresentados aos patologistas especialistas. O estado de
citologia também néo foi apresentado, nem os diagnésticos de histologia de cada um. Se os
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3 patologistas discordassem, os 3 analisariam as laminas num microscopio com varias
cabecas para chegar a um consenso. Os resultados do teste do HPV nao foram
apresentados aos investigadores, médicos e mulheres até depois da conclusdo da consulta
de colposcopia, com o intuito de evitar desvio.

Na linha de referéncia, o desempenho clinico do Aptima HPV Assay em relagdo a detecgao de =CIN2
e neoplasia intraepitelial cervical de grau 3 ou doenga cervical mais grave (=CIN3) foi determinado
relativamente ao estado da doenca cervical determinado na linha de referéncia. O desempenho
clinico do teste de DNA do HPV disponivel no mercado também foi determinado para comparagao
directa com os resultados do Aptima HPV Assay.

Ensaio CLEAR - Avaliagdao de Acompanhamento

As mulheres do Estudo NILM de 14 centros clinicos eram elegiveis para participar na Fase
de Acompanhamento de 3 anos do estudo se: i) tivessem realizado uma consulta de
colposcopia na linha de referéncia e nao tivessem =CIN2, ou ii) ndo tivessem realizado uma
consulta de colposcopia na linha de referéncia. A Fase de Acompanhamento do estudo foi
constituida por consultas anuais. Nestas consultas, foi realizada amostragem cervical para
citologia para cada mulher e algumas mulheres foram também testadas com um teste de
HPV disponivel no mercado. As mulheres com ASC-US ou resultados de citologia mais
graves durante o periodo de acompanhamento foram encaminhadas para colposcopia
utilizando os mesmos procedimentos de exame de biopsia e histolégico realizados para a
avaliagao na linha de referéncia do estudo NILM. O estado da doencga cervical na consulta
de acompanhamento foi considerado "negativo" com base na citologia NILM ou, para
mulheres com resultados anormais do teste de citologia, com base nos resultados normais
ou nos resultados do Painel de Revisdo de Histologia de Consenso CIN1. As mulheres que
tiveram =CIN2 detectado durante o periodo de acompanhamento foram consideradas com
tendo concluido o acompanhamento e nao realizaram consultas depois de =2CIN2 ter sido
detectado. As mulheres a quem néao foi detectado =2CIN2 durante o periodo de
acompanhamento mas que realizaram uma consulta do estudo no ano 1 do
acompanhamento e/ou no ano 2 do acompanhamento e que realizaram uma consulta do
estudo no ano 3 do acompanhamento foram consideradas com tendo concluido o
acompanhamento.

O objectivo do estudo de acompanhamento consistiu em comparar o risco acumulado de 3
anos de doencga cervical nas mulheres com resultados positivos no Aptima HPV assay na
linha de referéncia com o risco acumulado de 3 anos de doenga cervical em mulheres com
resultados negativos no Aptima HPV assay na linha de referéncia. O estado da doenga
cervical de 3 anos foi determinado da seguinte forma:

» Estado positivo de doenca cervical (2CIN2 e/ou 2CIN3) — Mulheres a quem foi detectado
2CIN2 na linha de referéncia ou durante o acompanhamento.

» Estado negativo de doenca cervical (<CIN2) — Mulheres que concluiram o
acompanhamento sem deteccao de =CIN2 e que nio foram consideradas como tendo
estado "indeterminado" de doencga cervical.

» Estado indeterminado de doenca cervical — Mulheres que tiveram resultados anormais
no teste de citologia durante o acompanhamento e que nao tiveram um resultado do
Painel de Revisado de Histologia de Consenso subsequente, ou mulheres com citologia
inadequada na sua ultima consulta.

» Perdido para acompanhamento — Mulheres que ndo concluiram o acompanhamento e
que nao foram consideradas como tendo um estado "indeterminado” de doenca
cervical.

O desempenho clinico do Aptima HPV assay no Panther System para a deteccdo de =CIN2
e 2CIN3 foi avaliado relativamente ao estado de doenca cervical de 3 anos.
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Populagao ASC-US 2 21 anos: Desempenho clinico do Aptima HPV Assay

Na totalidade, 1252 mulheres com idade igual ou superior a 21 anos com resultados
citolégicos de ASC-US foram inscritas no Estudo ASC-US; destas, excluiram-se 294
mulheres. As restantes 958 mulheres foram consideradas elegiveis para testes no Panther
System. Havia amostras em falta para duas mulheres e 19 tiveram um diagnéstico de
doenca indeterminada; foram todas excluidas da analise. As restantes 937 mulheres
elegiveis para avaliagao tinham idade igual ou superior a 21 anos e resultados citolégicos de
ASC-US, resultados do Aptima HPV Assay no Panther System e um estado de doenca
conclusivo. Noventa e uma (91) mulheres tinham =CIN2 e quarenta e uma (41) tinham
=CIN3. A prevaléncia de 2CIN2 e =2CIN3 em mulheres elegiveis para avaliagdo com
resultados citolégicos de ASC-US foi de 9,7% e 4,4%, respectivamente. Os resultados do
Aptima HPV Assay através do Consenso dos Diagndsticos do Painel de Revisao de
Histologia sdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31: Populacdo ASC-US = 21 anos: Resultados do Aptima HPV Assay através do consenso
dos diagndsticos do painel de revisédo de histologia

Resultado do Consenso do diagnéstico do painel de revisao de histologia
Aptima HPV Teste do
Assay* DNA do HPV | Indeterminado** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancro Total
Positiva Positiva 6 178 110 40 32 1 367
Positiva Negativa 0 5 2 0 2 0 9
i Sem
Positiva ok 0 15 1 0 2 0 28
resultado
Negativa Positiva 0 39 15 3 3 0 60
Negativa Negativa 10 372 53 7 1 0 443
Negativa sem 3 39 7 0 0 0 49
resultado
Total 19 648 198 50 40 | il 956

*Todas as amostras apresentaram resultados finais véalidos (quando foi realizado o teste inicial ou apds resolugao de
resultados iniciais invalidos por procedimento).

**19 participantes compareceram na consulta de colposcopia; no entanto, ndo foi possivel determinar um diagnéstico pelas
seguintes razdes: < 5 de espécimes de biopsia obtidos, todos com resultados de histologia normais/CIN1 (n=15), ndo foram
colhidas biopsias (n=3) e laminas da biopsia perdidas (n=1).

***77 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido,
sobretudo, ao volume insuficiente do espécime citologico.

****Uma mulher apresentava adenocarcinoma in situ (AlS).

As estimativas de desempenho clinico do Aptima HPV Assay, incluindo sensibilidade,
especificidade, valor de prognéstico positivo (positive predictive value, PPV) e valor de
prognoéstico negativo (negative predictive value, NPV) para a detecgao de =CIN2 e =CIN3,
baseadas na avaliagdo de todas as biopsias e incluindo apenas biopsias direccionadas, séo
apresentadas na Tabela 32, bem como as estimativas para o teste de DNA do HPV
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Tabela 32: Populagdo ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de
DNA do HPV disponivel no mercado para a deteccdo de 2CIN2 e 2CIN3

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=937 N=863*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Todas as biopsias
Sensibilidade (%) (78;;;61) (75,8, 90,6) (789%%) (80,5, 93,8)
Especificidade (%) (52652/23146) (58,7, 65,3) (435’25;%%4) (52,3, 59,3)
19,3 18,8
0, ’ )
PPV (%) (77/398) (17,3, 21,2) (79/421) (17,0, 20,4)
97,4 97,7
0, ’ )
NPV (%) (525/539) (96,0, 98,5) (432/442) (96,2, 98,8)
Prevaléncia (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
2CIN2
Biopsias direccionadas**
Sensibilidade (%) (59:1%%) (79,9, 95,3) (5953;;529) (83,8, 97,3)
Especificidade (%) (5361%874) (57,5, 63,9) (4357%502) (51,0, 57,9)
13,6 13,1
0, ’ )
PPV (%) (54/397) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98,9 99,1
0, ’ )
NPV (%) (531/537) (97,8, 99,6) (437/441) (97,9, 99,7)
Prevaléncia (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
Todas as biopsias
Sensibilidade (%) (397%21) (77,5, 96,1) (3962/2339) (79,7, 97,3)
Especificidade (%) (5355%796) (56,5, 62,9) (43593;é3;4) (49,9, 56,7)
9,3 8,6
0, ’ )
PPV (%) (37/398) (8,0, 10,3) (36/421) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
NPV (%) (535/539) (98,3, 99,8) (439/442) (98,3, 99,8)
Prevaléncia (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
2CIN3
Biopsias direccionadas**
Sensibilidade (%) (2973;’219) (78,0, 98,1) (29737248) (82,3,99,4)
Especificidade (%) (5355?‘19106) (55,8, 62,2) (44502/;3%4) (49,4, 56,1)
6,8 6,4
0, ’ )
PPV (%) (27/398) 6.7.7.9) (27/421) (6.5.7.0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (535/537) (98,8, 100) (440/441) (98,9, 100)
Prevaléncia (%) 3,1 (29/935) 3,2 (28/862)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citoldgico.

**O resultado do consenso de histologia foi obtido recorrendo apenas a resultados de biopsias direccionadas. As mulheres
sem biopsias direccionadas reflectem uma colposcopia normal e sao incluidas nestas analises como nao sofrendo de doencgas
(<CIN2 ou <CIN3, conforme adequado). Nem sempre foi alcangado um consenso quando foram incluidas apenas biopsias
direccionadas.
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Quando foram avaliadas todas as biopsias, as estimativas de sensibilidade clinica do Aptima
HPV Assay e do teste de DNA do HPV disponivel no mercado para deteccdo de =CIN2 e
=CIN3 foram semelhantes nos casos em que estavam disponiveis os resultados dos dois
ensaios (as diferencas nas estimativas de sensibilidade n&do foram estatisticamente
significativas). No caso de =CIN2, a diferenca de sensibilidade foi de -4,5% (Cl de 95%:
-12,2%, 2,5%). As estimativas de especificidade clinica do Aptima HPV Assay para a
detecgao de 2CIN2 e =CIN3 foram superiores as do teste de DNA do HPV disponivel no
mercado (as diferengas nas estimativas de especificidade foram estatisticamente
significativas). No caso de 2CIN2, a diferenca de especificidade foi de 6,1% (Cl de 95%:
4,2%, 8,2%). Os NPV foram semelhantes mas, para a deteccdo de =CIN2, o PPV para o
Aptima HPV Assay foi ligeiramente superior ao PPV para o teste de DNA do HPV disponivel
no mercado (19,3% vs. 18,8%).

Dos 91 casos de =2CIN2, 60 (65,9%) foram identificados em biopsias direccionadas e 31
(34,1%) foram identificados a partir de biopsias aleatdrias e/ou ECC (ou seja, ndo em
biopsias direccionadas). Estas conclusdes sao comparaveis a resultados de estudos
publicados, nos quais aproximadamente 25% a 40% dos casos de =CIN2 foram identificados
apenas a partir de espécimes de biopsias aleatérias e/ou ECC.** Utilizando apenas biopsias
direccionadas para determinar o estado da doenca (assumindo que as mulheres sem
biopsias direccionadas apresentavam resultados histolégicos normais, pois nédo se
encontravam presentes lesdes visiveis), a prevaléncia de =2CIN2 e =CIN3 no estudo foi de
6,4% e 3,1% respectivamente. As estimativas de sensibilidade clinica para a deteccao de
2CIN2 e 2CIN3 foram superiores para os dois testes utilizando apenas biopsias
direccionadas, em relacdo as estimativas calculadas utilizando todas as biopsias. Para os
dois ensaios, a especificidade clinica utilizando apenas biopsias direccionadas foi
semelhante a especificidade obtida com todas as biopsias incluidas. Em conformidade,
quando foram utilizadas apenas biopsias direccionadas, a especificidade do Aptima HPV
Assay foi significativamente superior a do teste de DNA do HPV disponivel no mercado.

As estimativas de desempenho clinico do Aptima HPV Assay e do teste de DNA do HPV
disponivel no mercado sao apresentadas por grupo etario na Tabela 33 e na Tabela 34
(=CIN2 e =CIN3, respectivamente, com base na avaliagcdo de todas as biopsias).
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Tabela 33: Populagdo ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de
DNA do HPV para a deteccdo de 2CIN2 por grupo etéario

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=937 N=863*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
N=415 N=389
I 88,5 94,9
0, ’ )
Sensibilidade (%) (54/61) (78,2, 94,3) (56/59) (86,1, 98,3)
e 449 35,5
v) ’ )
21229 Especificidade (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
anos 21,7 20,8
0, ’ )
PPV (%) (54/249) (19,3, 23,9) (56/269) (19,0, 22,5)
95,8 97,5
[ ’ ’
NPV (%) (159/166) (92,3, 98,1) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevaléncia (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
I 85,0 80,0
0, ’ )
Sensibilidade (%) (17/20) (64,0, 94,8) (16/20) (58,4, 91,9)
e 66,4 61,9
0, ’ ’
30 39 Especificidade (%) (160/241) (60,2, 72,1) (135/218) (55,3, 68,1)
anos 17,3 16,2
0, ’ )
PPV (%) (17/98) (13,1,21,1) (16/99) (11,8, 19,8)
98,2 97,1
0, ’ )
NPV (%) (160/163) (95,7, 99,6) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevaléncia (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
I 60,0 70,0
0, ’ )
Sensibilidade (%) (6/10) (31,3, 83,2) (710) (39,7, 89,2)
. 82,1 79,6
0, ’ )
> 40 Especificidade (%) (206/251) (76,9, 86,3) (180/226) (73,9, 84,4)
anos 11.8 132
0, ’ )
PPV (%) (6/51) (5,6, 17,7) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
) ’ )
NPV (%) (206/210) (96,6, 99,4) (180/183) (96,6, 99,6)
Prevaléncia (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citoldgico.
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Tabela 34: Populagao ASC-US = 21 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de

DNA do HPV para a deteccdo de 2CIN3 por grupo etério

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=937 N=863*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilidade (%) (296?’237) (81,7, 99.3) (215%)5) (86,7, 100)
s 42,5 33,0
0, ’ )
21229 Especificidade (%) (165/388) (37,7, 47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
anos 10,4 9,3
0, ’ il
PPV (%) (26/249) (9,0, 11,5) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
o ,
NPV (%) (165/166) (97,2, 100) (120/120) (97,5, 100)
Prevaléncia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
Sensibilidade (%) (88%99) (56,5, 98,0) (777/98) (45,3, 93,7)
. 64,3 59,8
o , ,
30239 Especificidade (%) (162/252) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
anos 8,2 71
0, ’ )
PPV (%) (8/98) (5,0, 10,1) (7/99) (4,0,9,2)
99,4 98,6
0, ’ )
NPV (%) (162/163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevaléncia (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
Sensibilidade (%) ?:350) (23,1, 88,2) ?4350) (37,6, 96,4)
s 81,3 78,8
0, ’ )
> 40 Especificidade (%) (208/256) (76,0, 85,6) (1821231) (73,1, 83,6)
anos 59 75
0, ’ )
PPV (%) (3/51) (1,6, 9,7) (4/53) (2,9,10,7)
99,0 99,5
0, ’ )
NPV (%) (208/210) (98,0, 99,9) (182/183) (98,2, 100)
Prevaléncia (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,

ao volume insuficiente do espécime citolégico.
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O risco absoluto de doenca (=CIN2 e =CIN3, com base na avaliagdo de todas as biopsias),
conforme o resultado do Aptima HPV Assay, e o risco relativo de doencga para resultados do
Aptima HPV Assay positivos versus negativos sdo apresentados na Tabela 35, bem como as
estimativas para o teste de DNA do HPV disponivel no mercado. O risco relativo de =CIN2
foi de 7,4 (Cl de 95%: 4,3, 13,0), indicando que uma mulher que tinha tido um resultado
positivo com o Aptima HPV Assay tinha 7,4 vezes mais probabilidade de ter 2CIN2 do que
uma mulher que tinha tido um resultado negativo com o Aptima HPV Assay. O risco relativo
de =CIN3 foi de 12,5 (Cl de 95%: 4,5, 34,9).

Tabela 35: Populagcdo ASC-US = 21 anos: Riscos absolutos e relativos de 2CIN2 e =CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do HPV

Resultado do

Aptima HPV Assay
N=937

Teste de DNA do HPV
N=863*

Risco absoluto

Risco relativo

Risco absoluto

Risco relativo
(Cl de 95%)

ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
. 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
Positiva
(17,3,21,2) 74 (17,0, 20,4) 83
>CIN2 Necativa 2.6 (14/539) (4.3,13.0) 2.3 (10/442) (44,158)
9 (1,5, 4,0) (1,2,3,8)
Prevaléncia (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
» 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Positiva
(8,0, 10,3) 125 (7.4,9,4) 12,6
>CIN3 Neqativa 07 (41539) (4.5,34.9) 07 (3/442) (3.9, 40.6)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)
Prevaléncia (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citoldgico.
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As estimativas de risco absoluto e relativo de doenga (=CIN2 e =2CIN3, com base na
avaliacdo de todas as biopsias) para o Aptima HPV Assay e o teste de DNA do HPV
disponivel no mercado sdo apresentadas por grupo etario na Tabela 36.

Tabela 36: Populacao ASC-US = 21 anos: Riscos absolutos e relativos de 2CIN2 e 2CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do HPV por grupo etario

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=937 N=863*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Idade Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=415 N=389
Positiva 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
21a29 (19,3, 23,9) 51 (19,0, 22,5) 8,3
anos Negativa 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)
Prevaléncia (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
Posltiva 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
SCIN2 30a39 (13,1, 21,1) 9,4 (11,8, 19,8) 5,6
- anos Negativa 1,8 (3/163) (2,8,31,3) 2,9 (4/139) (1,9, 16,3)
9 (0,4, 4,3) (09,59)
Prevaléncia (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
L 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
Positiva (5.6, 17.7) 6.2 (6.9, 187) 8.1
240 anos ’ ’
Nedativa 1,9 (4/210) (1,8,21,1) 1,6 (3/183) (2.2,30,1)
g (0,6, 3,4) (0,4, 3,4)
Prevaléncia (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N=415 N=389
Positiva 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
21a29 (9,0, 11,5) 17,3 (8,2, 10,0) ~ .
Nao calculavel
anos Neqativa 0,6 (1/166) (2,4, 127) 0,0 (0/120)
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevaléncia (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
. 8,2 (8/98) 7.1 (7/99)
Positiva
SCIN3 30a39 (5,0, 10,1) 13,3 (4,0,9,2) 4,9
- anos Negativa 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0,232)
9 (0,0,2,4) (0,2,3,6)
Prevaléncia (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
L 5,9 (3/51) 7.5 (4/53)
2 40 Positiva (16.9.7) 6.2 (2.9, 10.7) 13,8
2 anos
Nedativa 1,0 (2/210) (1,1, 36,0) 0,5 (1/183) (1,6, 121)
9 (0,1, 2,0) (0,0, 1,8)
Prevaléncia (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citoldgico.
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Populagao NILM 2 30 anos: Desempenho clinico do Aptima HPV Assay com
Espécimes de Citologia Liquida ThinPrep na Linha de Referéncia

Na totalidade, foram inscritas 11 644 mulheres com resultados citolégicos de NILM no
Estudo NILM; destas, 773 mulheres foram excluidas. As restantes 10 871 mulheres foram
consideradas elegiveis para testes no Panther System. Havia amostras em falta para onze
mulheres, tendo sido excluidas da avaliagdo na linha de referéncia do Aptima HPV assay no
Panther System. As restantes 10 860 mulheres elegiveis para avaliagdo tinham idade igual
ou superior a 30 anos com resultados citolégicos de NILM e resultados do Aptima HPV
Assay no Panther System. Das 512 mulheres com resultados positivos do Aptima HPV
Assay no Panther System, 284 compareceram na colposcopia na linha de referéncia. Das
10 348 mulheres com resultados negativos do Aptima HPV Assay, 580 compareceram na
colposcopia na linha de referéncia. Vinte (20) mulheres tinham =CIN2 e onze (11) tinham
>CIN3; 798 mulheres tinham histologia normal/CIN1; 46 mulheres apresentavam um estado
de doenga indeterminado. Os resultados do Aptima HPV Assay no Panther System através
do Consenso dos diagnésticos do Painel de Revisdo de Histologia sdo apresentados na
Tabela 37.

Tabela 37: Populagao NILM = 30 anos: Resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do
HPV através do consenso dos diagnésticos do painel de revisdo de histologia na linha de referéncia

Resultado do Consenso do diagnoéstico do painel de revisao de histologia

Aptima HPV Teste do
Assay* DNA do HPV | Indeterminado** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancro Total
Positiva Positiva 11 21 12 4 7 2 247
Positiva Negativa 2 19 0 0 0 1 22

. Sem
Positiva - 2 12 1 0 0 0 15
resultado
Negativa Positiva 10 170 7 2 1 0 190
Negativa Negativa 20 353 9 2 0 0 384
Negativa Sem 1 4 0 1 0 0 6
9 resultado™**
Total 46 769 29 9 8 Kl 864

*Todas as amostras apresentaram resultados finais validos (quando foi realizado o teste inicial ou apds resolugéo de
resultados iniciais invalidos por procedimento).

**46 participantes compareceram na consulta de colposcopia; no entanto, ndo foi possivel determinar um diagndstico pelas
seguintes razdes: espécimes de biopsia avaliados como inadequados (n=29), ndo foram colhidas biopsias (n=15) e laminas da
biopsia perdidas (n=2).

***21 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido,
sobretudo, ao volume insuficiente do espécime citoldgico.

****Trés mulheres apresentavam adenocarcinoma in situ (AIS).
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Na totalidade, 10 042 mulheres apresentavam um estado de doenga nao verificado na linha
de referéncia, incluindo indeterminado (Tabela 38). Dado que apenas mulheres
seleccionadas aleatoriamente com resultados negativos do Aptima HPV Assay no Tigris DTS
System e do teste de DNA do HPV disponivel no mercado foram encaminhadas para
colposcopia, a propor¢ao de mulheres com um estado de doenga nao verificado foi elevada
neste grupo (96,6%). Para ajustar este desvio de verificagdo, foi utilizado um método de
imputacdo multipla para efectuar a estimativa do nimero de mulheres com doenca que
teriam sido identificadas caso todas as mulheres tivessem sido submetidas a colposcopia.
Sao apresentadas tanto as estimativas de desempenho ajustadas em relagdo ao desvio de
verificagdo, como as estimativas de desempenho nio ajustadas com base nas 818 mulheres
com estado de doenca verificado na linha de referéncia.

Tabela 38: Populacdo NILM = 30 anos: Classificagdo de mulheres NILM elegiveis para avaliagao
através dos resultados do Aptima HPV Assay de um teste de DNA do HPV, estado da doencga
(=CIN2 e 2CIN3) e estado de verificacdo da doenca

Resultado do Estado de doenga Estado de doenca Estado de doeng¢a nao
Aptima HPV Assay* verificada: 2CIN2 verificada: 2CIN3 verificada
d.cl;e[s):fA Total de Mulh
I mulheres| Mulheres Mulheres Mulheres Mulheres uneres com
Panther | Tigris DTS | do HPV N - estado de doenga
System System doentes | nado doentes | doentes | nao doentes desconhecido
> >
(2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) (% desconhecida)
Positiva Positiva Positiva 313 13 189 9 193 111 (35,5%)
Positiva Positiva Negativa 37 1 18 1 18 18 (48,6%)
Positiva | Positiva sem | o 0 13 0 13 9 (40,9%)
resultado
Positiva Negativa Positiva 70 0 34 0 34 36 (51,4%)
Positiva Negativa Negativa 60 0 1 0 1 59 (98,3%)
Positiva | Negativa sem | 4o 0 0 0 0 10 (100%)
resultado
Negativa Positiva Positiva 46 0 33 0 33 13 (28,3%)
Negativa Positiva Negativa 113 1 41 0 42 71 (62,8%)
Negativa | Positiva sem | g 0 4 0 4 4 (50,0%)
resultado
Negativa Negativa Positiva 236 3 144 1 146 89 (37,7%)
Negativa Negativa Negativa 9354 1 321 0 322 9 032 (96,6%)
Negativa | Negativa Sem 591 1 0 0 1 590 (99,8%)
9 9 resultado** =
Total 10 860 20 798 1 807 10 042 (92,5%)

*Todas as amostras apresentaram resultados finais (quando foi realizado o teste inicial ou apés resolugédo de resultados
iniciais invalidos de acordo com o procedimento).

**631 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido,
sobretudo, ao volume insuficiente do espécime citoldgico.
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A prevaléncia ajustada de =CIN2 e =CIN3 em mulheres com resultados citolégicos de NILM
foi de 0,9% e 0,4%, respectivamente. As estimativas ajustadas de risco absoluto e relativo
para a deteccdo de =CIN2 e =CIN3 na linha de referéncia sao apresentadas na Tabela 39. O
risco relativo ajustado de =CIN2 foi de 7,5 (Cl de 95%: 2,1, 26,3), indicando que uma mulher
que tinha tido um resultado positivo com o Aptima HPV Assay tinha 7,5 vezes mais
probabilidade de ter 2CIN2 do que uma mulher que tinha tido um resultado negativo com o
Aptima HPV Assay. O risco relativo ajustado de =CIN3 foi de 24,9 (Cl de 95%: 2,0, 307,0).
As estimativas nao ajustadas de risco absoluto e relativo para a detecgdo de =CIN2 e =CIN3
na linha de referéncia sdo apresentadas em geral na Tabela 40 e por grupo etario na
Tabela 41.

Tabela 39: Populagdo NILM = 30 anos: Riscos absolutos e relativos de 2CIN2 e =2CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do HPV (estimativas ajustadas em relacao
ao desvio de verificagdo) na linha de referéncia

Aptima HPV Assay

Teste do DNA do HPV

Resultado do Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Positiva 4.5 3.7
(2,7,7,4) 75 (2,3,6,1) 73
(2,1, 26,3) (1,6, 33,5)
2CIN2 Negativa 0,6 0,5
0,2,1,9) (0,1,2,1)
Prevaléncia (%) 0,9 0,9
Positiva 3,0 2.3
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3,4,1) 21,0
>CIN3 Negativa 0.1 (2,0, 307,0) 0.1 (1,0, 423,8)
(0,0,1,7) (0,0,2,4)
Prevaléncia (%) 0,4 0,4

Tabela 40: Populacédo NILM = 30 anos: Riscos absolutos e relativos de =2CIN2 e 2CIN3 para os

resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do HPV (estimativas nao ajustadas) na
linha de referéncia

Aptima HPV Assay

Teste do DNA do HPV

N=818 N=800*
Resultado do Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
. 5,2 (14/269) 3,8 (16/416)
Positiva
(3,5, 6,6) 48 (2,9,4,5) 4,9
>CIN2 Nedativa 1,1 (6/549) (1,9,12.3) 0,8 (3/384) (1.4,1638)
g (0.5, 1,9) (0.2, 1,9)
Prevaléncia (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
- 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Positiva
(2.5,4.3) 204 (1.6,2,7) 0.2
2CIN3 Negativa 0,2 (1/549) (2.6, 159) 0,3 (1/384) (12,718)
9 (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)

Prevaléncia (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay nao apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citoldgico.
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Tabela 41: Populagao NILM = 30 anos: Riscos absolutos e relativos de 2CIN2 e =CIN3 para os
resultados do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA do HPV por grupo etario (estimativas nao
ajustadas) na linha de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=818 N=800*
Risco absoluto Risco relativo Risco absoluto Risco relativo
Idade Resultado do ensaio (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=383 N=376
" 4,6 (7/153) 3,3 (7/1215)
Positiva
30a39 (25.5.9) 5.3 (1.8,4,1) 26
anos Neaativa 0,9 (2/230) (1.1,25,0) 1.2 (2/161) (06,12,4)
9 0,1,2,2) 0,2, 3,2)
Prevaléncia (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
2CIN2
N=435 N=424
o 6,0 (7/116) 4,5 (9/201)
Positiva
2 40 (3121 875) 4’8 (2791 573) 10’0
Idade Necativa 1.3 (4/319) (1,4,16,1) 0.4 (1/223) (1,3,78,1)
g (0,4, 2,3) (0,0, 1,8)
Prevaléncia (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=383 N=376
" 3,3 (5/153) 2,3 (5/1215)
Positiva
30a39 (1161411) 7’5 (1111 219) 3’7
anos Neaativa 0.4 (1/230) (0.9,63,7) 0,6 (1/161) (04,31.7)
g (0,0, 1,6) (0,0,22)
Prevaléncia (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
2CIN3
N=435 N=424
" 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Positiva (2.2, 5,1) (1,3, 2.8)
240 ~ . = .
anos Nao calculavel Nao calculavel
Negativa 0,0 (0/319) 0,0 (0/223)
g (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)
Prevaléncia (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citologico.
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As estimativas ajustadas do desempenho clinico do Aptima HPV Assay, incluindo
sensibilidade, especificidade, PPV e NPV para a deteccao de 2CIN2 e =CIN3 na linha de
referéncia sdo apresentadas na Tabela 42, bem como as estimativas para o teste de DNA do
HPV disponivel no mercado. As estimativas ndo ajustadas do desempenho clinico s&o
apresentadas na Tabela 43. O Aptima HPV Assay e o teste de DNA do HPV disponivel no
mercado apresentaram sensibilidade semelhante, ao passo que a especificidade foi
significativamente superior para o Aptima HPV Assay (Cl ndo sobrepostos de 95%). As
estimativas do valor de prognéstico do Aptima HPV Assay foram clinicamente relevantes e
semelhantes as estimativas para o teste de DNA do HPV disponivel no mercado. Os NPV
foram semelhantes mas, para a detec¢do de =CIN2, o PPV para o Aptima HPV Assay foi
ligeiramente superior ao PPV para o teste de DNA do HPV disponivel no mercado (4,5% vs.

3,7%).

Tabela 42: Populagdo NILM = 30 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA
do HPV para a deteccao de =CIN2 e 2CIN3 (estimativas ajustadas em relagdo ao desvio de

verificagdo) na linha de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8, 66,9)
Especificidade (%) 95,5 (95,1, 95,9) 93,7 (93,2,94,2)
2CIN2 PPV (%) 4,5 (2,7,7,4) 3,7 (2,3,6,1)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevaléncia (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0, 1,9)
Sensibilidade (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Especificidade (%) 95,4 (95,0, 95,8) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 PPV (%) 3,0 (1,6, 5,5) 2,3 (1,3,4,1)
NPV (%) 99,9 (98,3, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevaléncia (%) 0,4 (0,0,1,2) 0,4 (0,0, 1,3)

Aptima HPV Assay

72

AW-14517-601 Rev. 007



Aptima”

Desempenho do ensaio no Panther System

Tabela 43: Populacdo NILM = 30 anos: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de DNA
do HPV para a detecgédo de =CIN2 e =CIN3 (estimativas ndo ajustadas) na linha de referéncia

Aptima HPV Assay Teste do DNA do HPV
N=818 N=800*
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) ( 1743’2%) (48,1, 85.5) ( 18;’129) (62,4, 94.5)
Especificidade (%) (5 463%’7098) (64.7,712) (3:3’788 N (45,3, 52.3)
2CIN2 o 5.2 3,8
PPV (%) (14/269) (3.5,6.6) (16/416) (2.9,4.5)
98,9 99,2
. , ,
NPV (%) (5431549) (98,1, 99.5) (3811384) (98,1, 99.8)
Prevaléncia (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
Sensibilidade (%) ( 19(3’191) (62,3, 98.,4) ( 19(3’191) (62,3, 98,4)
Especificidade (%) 5 4687/5907) (64,6, 71,0) (3;38/’7589) (45,1, 52,0)
2CIN3 o, 3,7 2,4
PPV (%) (10/269) (2.5,4.3) (10/416) (1.6,2.7)
99.8 99,7
0, ’ 3y
NPV (%) (5481549) (99,2, 100) (3831384) (98,9, 100)
Prevaléncia (%) 1.3 (11/818) 1.4 (11/800)

*18 mulheres com resultados do Aptima HPV Assay ndo apresentaram resultados do teste de DNA do HPV devido, sobretudo,
ao volume insuficiente do espécime citologico.
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A comparacéo directa entre o Aptima HPV Assay no Panther System e o teste de DNA do
HPV disponivel no mercado demonstra uma sensibilidade semelhante e uma especificidade
melhorada estatisticamente significativa do Aptima HPV Assay em relagao ao teste de DNA
do HPV disponivel no mercado para a deteccdo de 2CIN2, conforme demonstrado pelas
relacdes de taxas de resultados positivos reais e de resultados positivos falsos (Tabela 44 e
Tabela 45, respectivamente).

Tabela 44: Populagdo NILM = 30 anos: Relagao de taxas de resultados positivos reais (Aptima HPV
Assay/teste de DNA do HPV) para mulheres com 2CIN2 (estimativas ndo ajustadas) na linha de

referéncia
Teste do DNA do HPV
Total
Positiva Negativa
Positiva 13 1 14 (73,7%)
Aptima HPV Assay

Negativa 3 2 5

Total 16 (84,2%) 3 19

Relagao de taxas de resultados positivos reais = 0,88 (14/16) (95% CI: 0,65, 1,10)

Tabela 45: Populagao NILM = 30 anos: Relagao de taxas de resultados positivos falsos (Aptima HPV
Assay/teste de DNA do HPV) para mulheres com <CIN2 (estimativas ndo ajustadas) na linha de

referéncia
Teste do DNA do HPV
Total
Positiva Negativa
Positiva 223 19 242 (31,0%)
Aptima HPV Assay
Negativa 177 362 539
Total 400 (51,2%) 381 781

Relagao de taxas de resultados positivos falsos = 0,61 (242/400) (95% CI: 0,55, 0,66)

Populagao 2 30 Anos de NILM: Desempenho Clinico do Aptima HPV Assay no
Panther System Apés 3 anos de Acompanhamento

Haviam 10 843 mulheres com 30 ou mais anos de idade com resultados de citologia NILM e
resultados validos de Aptima HPV assay na linha de referéncia que eram elegiveis para a
Fase de Acompanhamento. Das mulheres sem =CIN2, 67,0% (7 247/10 823) das mulheres
realizaram uma consulta de papanicolau de acompanhamento no ano 1, 60,3% (6 517/10
814) no ano 2 e 58,7% (6 339/10 807) no ano 3. Na globalidade, 58,8% (6 375/10 843) das
mulheres concluiram o estudo (tinham =CIN2 na linha de referéncia ou durante o
acompanhamento e/ou realizaram as consultas necessarias).

Das 10 843 mulheres elegiveis, 511 (4,7%) tiveram resultados positivos no Aptima HPV
assay no Panther System na linha de referéncia. Destas 511 mulheres, 255 (49,9%) tiveram
estado positivo ou negativo de doenga a 3 anos com base em resultados de citologia ou
colposcopia/biopsia. As restantes 10 332 mulheres tiveram resultados negativos no Aptima

Aptima HPV Assay 74

AW-14517-601 Rev. 007



Aptima”

Desempenho do ensaio no Panther System

HPV assay no Panther System na linha de referéncia. Destas 10 332 mulheres, 5 946
(57,5%) tiveram um estado positivo ou negativo da doencga a 3 anos. Das 6 201 mulheres
com estado de doenca a 3 anos, 47 mulheres tinham =CIN2, incluindo 23 com =2CIN3; 6 154
mulheres tiveram normal/CIN1 pelo Painel de Revisdo de Histologia de Consenso. Os
resultados na linha de referéncia do Aptima HPV assay no Panther System e de um ensaio
de DNA do HPV disponivel no mercado e do estado da doenga a 3 anos (inclui avaliagdo na
linha de referéncia e no acompanhamento) pelo Painel de Revisdo de Histologia de
Consenso sao apresentados na Tabela 46.

Tabela 46: Populagado = 30 Anos de NILM: Classificagdo de Mulheres Elegiveis para a Fase de
Acompanhamento por Resultados no HPV Assay na Linha de Referéncia, Resultados de Teste de DNA
do HPV na linha de referéncia e Estado de Doenga (=CIN2, 2CIN3, Nao verificado) Determinado nas
Fases de Linha de Referéncia e de Acompanhamento

Estado de Doencga Estado de Doenca = -
Verificado: 2CIN2 | Verificado: 2CIN3 | EStade de Doenca Nao Verificado
Resultado
Abti Teste de Total de Mulheres Mulheres
no Aptima DNA do HPV Mulheres Mulheres ~ Mulheres ~ .
HPV Assa Nao Nao Perdidas para . .
y Doentes Doentes Indeterminado
(2CIN2) Doentes (2CIN3) Doentes | Acompanhamento
= (<CIN2) = (<CIN3)
Positivo Positivo 382 23 171 16 178 167 21
Positivo Negativo 97 1 48 1 48 44 4
L Sem
Positivo Resultado™ 32 2 10 1 11 17 3
Negativo Positivo 281 5 129 132 130 17
Negativo Negativo 9 452 15 5 476 5 488 3 756 205
. Sem
Negativo Resultado™ 599 1 320 0 321 264 14
Total 10 843 47 6 154 23 6 178 4 378 264

*Mulheres que tiverem resultados anormais no teste de citologia durante o acompanhamento e que n&o tiverem um resultado
do Painel de Revisdo de Histologia de Consenso subsequente e mulheres com citologia inadequada na sua ultima consulta.
174 mulheres com estado indeterminado de doenga concluiram o acompanhamento de acordo com o protocolo.

**631 mulheres com resultados no Aptima HPV assay nao tiveram resultados no teste de DNA do HPV principalmente devido
a volume insuficiente do espécime de citologia.

O risco acumulado de 3 anos de doenca (2CIN2 e =CIN3) baseia-se na estimativa
Kaplan-Meier (analise vida-tabela) e inclui doenga detectada na linha de referéncia ou no
acompanhamento. As mulheres que tinham alguma indicacido de doenca (ASC-US ou
resultados de citologia mais graves) mas sem resultado de Painel de Revisdo de Histologia
de Consenso foram incluidas na analise utilizando um método de imputagcdo multiplo para
prever o numero de mulheres com doenga que teriam sido identificadas se as mulheres
tivessem sido submetidas a colposcopia.

As estimativas de risco absoluto e relativo acumulado de 3 anos para detecgcédo de =2CIN2 e
2CIN3 sao mostradas na Tabela 47.
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Tabela 47: Populagéo = 30 Anos de NILM: Riscos Absoluto e Relativo Acumulado de 3 Anos* de 2CIN2
e 2CIN3 para Resultados do Aptima HPV Assay e de um Teste de DNA do HPV na Linha de Referéncia

Resultado do

Aptima HPV Assay

Teste de ADN HPV

Risco Absoluto

Risco Relativo

Risco Absoluto

Risco Relativo

Ensaio (95% Cl) (95% Cl) (95% Cl) (95% Cl)
Positivo 7,90 6,43
(5,50, 11,27) 2445 (4,50, 9,14) 2211
SCINZ 032 (13,85, 43,15) 028 (12,20, 42,30)
Negativo (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevaléncia (%) 0,68 0,68
Positivo 5,23 414
(3,34, 8,13) 57,11 (2,62, 6,52) 51,34
SCIN3 0,09 (21,09, 154,62) 0,08 (17,74, 148,58)
Negativo (0,04, 0,23) (0,03, 0,22)
Prevaléncia (%) 0,34 0,35

*Os riscos acumulados de 3 anos ajustados para outros desvios possiveis foram semelhantes aos riscos desta tabela. Devido
as diferencas previstas nos riscos no ano 1 e no ano 2 para os dois grupos de mulheres no estudo de acompanhamento
(mulheres com colposcopia na linha de referéncia e mulheres sem colposcopia na linha de referéncia), foi indicado apenas o
risco acumulado de 3 anos para os grupos combinados.

A prevaléncia acumulada de 3 anos de =2CIN2 e =CIN3 em mulheres com resultados de
citologia NILM na linha de referéncia foi de 0,68% e 0,34%, respectivamente. O risco relativo
de =CIN2 foi de 24,45 (95% CI 13,85, 43,15), indicando que uma mulher que é positiva no
Aptima HPV assay no Panther System tem 24,45 vezes mais probabilidade de ter 2CIN2 do
que uma mulher que € negativa no Aptima HPV assay. O risco relativo de =CIN3 foi de
57,11 (95% CI: 21,09, 154,62).
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Desempenho clinico do Aptima HPV Assay com espécimes de citologia liquida SurePath

Foram colhidos espécimes de citologia liquida SurePath de mulheres canadianas (n=558)
encaminhadas para seguimento devido a um ou mais exames Papanicolau anémalos,
infeccdo por HPV ou outra razdo. Uma aliquota (0,5 ml) de cada espécime foi transferida
para um Tubo de Transferéncia de Espécimes Aptima e depois tratada com a Solugao de
Transferéncia Aptima. Uma Unica réplica de cada espécime foi testada com o Aptima HPV
Assay. Uma aliquota individual (1 ml) de cada espécime foi retirada para ser avaliada com
um teste de PCR para o HPV disponivel no mercado. A sensibilidade clinica para a
deteccdo da doencga, definida como um resultado histolégico =CIN3, foi calculada tanto para
o Aptima HPV Assay como para o teste de PCR para o HPV, conforme apresentada na
Tabela 48, com os valores de prognéstico positivos e negativos.

Tabela 48: Desempenho do Aptima HPV Assay e de um teste de PCR para o HPV para a detecgéo
de =CIN3

Aptima HPV Assay Teste de PCR para o HPV
N=558 N=558
Desempenho Estimativa (Cl de 95%) Estimativa (Cl de 95%)
Sensibilidade (%) (2853’2%) (72,8 - 96,3) (2?’21) (72,8 - 96,3)
Especificidade (%) e 151%730) (54,4 - 62,8) (2go%’5130) (44,8 - 53,3)
10,2 8,5
o, ’ - ’ -
PPV (%) (25/244) (8,4-11,7) (25/295) (7,0 -9,5)
99,0 98,9
o, ’ - ’ -
NPV (%) (311/314) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevaléncia (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Desempenho clinico do Aptima HPV Assay com colheita de espécimes com o kit de
colheita e transporte de espécimes cervicais

Espécimes clinicos positivos para HPV de alto risco e negativos para HPV de alto risco
colhidos tanto de populagbes de rastreios (consulta de rotina) como de encaminhamentos
(consulta para colposcopia) foram testados com o Aptima HPV Assay no Panther System e
Tigris DTS System utilizando dois lotes de reagente. A concordancia entre o Panther System
e o Tigris DTS System para espécimes de CSCT ¢ apresentada na Tabela 49.

No caso dos espécimes de CSCT, a concordancia global entre o Panther System e o Tigris
DTS System foi > 98%, como mostra a Tabela 49. Dos 632 espécimes clinicos testados,

69 foram CIN2+ e 38 CIN3+. A sensibilidade do Aptima HPV Assay para a detecgdo de CIN2+
foi de 97,1% (CI de 95%: 90,0%-99,2%) no Panther System e de 98,6% (Cl de 95%: 92,2%-
99,7%) no Tigris DTS System. A sensibilidade para a detecgao de CIN3+ foi de 100%

(Cl: 90,8%-100%) tanto para o Panther System como para o Tigris DTS System.
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Tabela 49: Concordancia dos Resultados do Aptima HPV Assay Provenientes de Espécimes de

Aptima CSCT Testados no Tigris DTS System e no Panther System

Tigris DTS System
Positiva Negativa Total
Positiva 490 3 493
Panther System
Negativa 9 130 139
Total 499 133 632

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

Sensibilidade analitica

O limite de deteccao (Limit of Detection, LOD) no “cutoff’ clinico consiste numa concentragao
de RNA do HPV que é positiva (acima do “cutoff” clinico) 95% das vezes. Determinou-se o
LOD do Aptima HPV Assay testando painéis de diluicdo de transcritos in vitro (IVT) para
todos os 14 gendtipos de alto risco e 4 linhas celulares infectadas com HPV: SiHa, Hela,
MS751 e ME180 (ATCC, Manassas, Virginia). No caso dos painéis de IVT, o meio de
transporte de espécimes foi aditivado com IVT com varias concentragdes e depois diluido
com espécimes de citologia liquida ThinPrep individuais negativos antes de serem realizados
testes. No caso de painéis de células infectadas com HPV, grupos de espécimes de citologia
liquida ThinPrep negativos para HPV foram aditivados com células infectadas com HPV com
varias concentracdes e depois diluidos com meio de transporte de espécimes antes de serem
realizados testes. Trinta réplicas de cada nivel de copias foram testadas com cada um de
dois lotes de reagente para um total de 60 réplicas. Realizaram-se testes durante 17 dias,
com 1 a 12 execugdes por dia e 5 réplicas de um dado genétipo, com testes de concentragao
em cada execucgdo. O limite de detecgdo de 95% foi calculado a partir da analise de
regressao Probit dos resultados de positividade para cada painel de diluigéo.

Os resultados da analise Probit, Tabela 50, mostram que os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
56, 59 e 68 de HPV tinham limites de deteccdo de 95% inferiores a 100 copias/reacgéo, tendo
os tipos 52, 58 e 66 limites de detecgdo de 95% entre 100 e 500 copias/reacgao. As quatro
linhas celulares testadas tinham limites de detecgdo de 95% inferiores a 1 célula/reacgao.
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Tabela 50: Limite de detecg¢ao no “cutoff’ clinico do Aptima HPV Assay

Alvo Limite de detecgao*
(Cl de 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 reacgdo para transcritos in vitro e células por reacgéo para linhas celulares
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Precisao do Ensaio

A precisao do Aptima HPV Assay foi avaliada em dois estudos utilizando o mesmo painel de
20 membros. O Estudo 1 decorreu em 3 locais, 2 externos e 1 interno, e o Estudo 2
decorreu internamente. O painel incluiu 13 membros positivos para HPV com concentragdes
iguais ou superiores ao limite de detec¢cdo do ensaio (positividade prevista: 295%),
3 membros positivos para HPV com concentragdes abaixo do limite de deteccdo do ensaio
(positividade prevista: >0% a <25%) e 4 membros negativos para HPV. Os membros do
painel positivos para HPV foram preparados aditivando transcritos de RNA in vitro (IVT) a
solugao PreservCyt diluida com meio de transporte de espécimes (specimen transport
medium, STM) ou células cultivadas infectadas pelo HPV (SiHa, HeLa e MS751; ATCC,
Manassas, Virginia) a espécimes de citologia liquida ThinPrep negativos agrupados e
diluidos com STM. Os membros do painel negativos para HPV foram preparados com
solugcao PreservCyt ou espécimes de citologia liquida ThinPrep negativos agrupados e
diluidos com STM.

No Estudo 1, 2 operadores em cada um dos 3 locais de teste (1 instrumento por local)
efectuaram 2 listas de trabalho do Aptima HPV Assay por dia (1 com cada lote de reagente)
durante 3 dias. Cada lista de trabalho continha 3 réplicas de cada um dos membros do
painel de reprodutibilidade. Foram testados cento e oito (108) tubos de amostra individuais
para cada membro do painel (3 locais x 1 instrumento x 2 operadores x 2 lotes x 3 listas de
trabalho x 3 réplicas). No Estudo 2, os testes foram efectuados internamente durante
13 dias, com um total de 162 reaccbes testadas para cada membro do painel (1 local x
3 instrumentos x 3 operadores x 3 lotes x 2 listas de trabalho x 3 réplicas).

Os membros do painel sdo descritos na Tabela 51a (membros do painel com resultados
positivos esperados) e na Tabela 51b (membros do painel com resultados negativos
esperados), juntamente com um resumo da concordancia com resultados esperados e
valores de S/CO do analito ao 2,5.°, 50.° e 97,5.° percentis da distribuicdo do S/CO. A
variabilidade do S/CO do analito para os membros do painel com resultados positivos
esperados é indicada na Tabela 52 para o Estudo 1 e na Tabela 53 para o Estudo 2.
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Tabela 51a: Precisdo do Aptima HPV Assay nos Estudos 1 e 2: Descri¢do do painel, concordancia
positiva e percentil de distribuicdo dos valores de S/CO do analito para os membros do painel com
resultados positivos esperados

Descrigao do painel
(cépias ou
células/reacgao)

Estudo 1

(3 locais de teste)

Estudo 2

(1 local de teste)

% de concordancia

positiva
(Cl de 95%)

% de concordancia

positiva
(Cl de 95%)

Amostra clinica positiva
alta 1 do HPV

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

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

Amostra clinica positiva
alta 2 do HPV

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

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

IVT de HPV 16
(1830 copias)

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

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

IVT de HPV 18
(1550 copias)

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

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

Amostra clinica positiva
baixa 1 do HPV

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

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

Amostra clinica positiva
baixa 2 do HPV

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

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

Amostra clinica positiva
baixa 3 do HPV

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

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

Amostra clinica positiva
baixa 4 do HPV

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

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

IVT de HPV 16 100 (102/102) 100 (162/162)
(183 cépias) (96,4, 100) (97,7, 100)
IVT de HPV 18 100 (108/108) 100 (159/159)

(155 copias)

(96,6, 100)

(97,6, 100)

Células MS751
(0,63 células)

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

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

Células HeLa
(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

*A % esperada de concordancia positiva foi de ~ 95%); observou-se um valor mais baixo possivelmente devido a variabilidade
de fabrico do membro do painel.
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Tabela 51b: Precisdo do Aptima HPV Assay nos Estudos 1 e 2: Descri¢cao do painel, concordancia
negativa e percentil de distribuicdo dos valores de S/CO do analito para os membros do painel com
resultados negativos esperados

Estudo 1 Estudo 2
(3 locais de teste) (1 local de teste)

Descrigao do painel
(copias ou
células/reacgao)

% de concordancia

negativa
(Cl de 95%)

% de concordancia

negativa
(Cl de 95%)

Células MS751

87,0 (94/108)

93,8 (152/162)

(0,005 células) (79,4, 92,1) (89,0, 96,6)
Células SiHa 97,2 (105/108) 95,7 (155/162)
(0,008 células) (92,1, 99,1) (91,4, 97,9)

Células HelLa

70,4 (76/108)

67,3 (109/162)

(0,02 células) (61,2,78,2) (59,8, 74,0)
Amostra clinica negativa 99,1 (107/108) 100 (162/162)
1 do HPV (94,9, 99,8) (97,7, 100)
Amostra clinica negativa 97,2 (105/108) 100 (162/162)
2 do HPV (92,1, 99,1) (97,7, 100)

Solugéao PreservCyt 1

99,1 (107/108)

100 (162/162)

(94,9, 99,8) (97,7, 100)
~ 99,1 (107/108) 100 (161/161)
Solucéo PreservCyt 2 (94,9, 99,8) (97,7, 100)

IVT = transcrito in vitro.

*% de concordancia negativa esperada > 75% e < 100%.
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Tabela 52: Precisdo do Aptima HPV Assay no Estudo 1: Variabilidade do sinal para os membros do
painel com resultados positivos esperados

Nas proprias

Entre Entre Entre listas listas de

Descrigdo do painel instrumentos| operadores | Entre lotes | de trabalho trabalho Total
(c6pias ou S/ICO

células/reacgéo) n | Média | DP |CV (%)| DP |cV (%)| DP |cV (%)| DP |cV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)

Amostra clinica positiva 107*| 29,34 | 0,00| 00 |000| 00 |143| 49 |187| 64 |149| 51 |279| 95
alta 1 do HPV

Amostra clinica positiva | ;.| 569 | 055 | 18 |000| 00 |[106| 35 |073| 24 |221| 73 |261]| 87
alta 2 do HPV
IVT de HPV 16 107*| 11,20 | 0,09| 08 [016| 14 |003| 03 |014| 1,3 |046| 41 |052| 46
(1830 copias)
T deHPY 18— l407+| 1489 |08 | 12 [000| 00 |020| 13 |014| 09 |153| 103 [1,56 | 105
(1550 copias)

Amostra clinica positiva | ;.. 554 | 000 | 00 |000| 00 |000] 00 |000| 00 [323]| 392 |323| 392
baixa 1 do HPV

Amostra clinica positiva | 1q | 77 | 000 | 00 |041| 58 |000| 00 |000| 00 |457]| 647 |459]| 650
baixa 2 do HPV

Amostra clinica positiva | 1o | 1653 | 026 | 25 |000| 00 |000| 00 |132]| 129 |323| 316 | 349 | 342
baixa 3 do HPV

Amostra clinica positiva | 1q | 468 | 050 | 107 |020| 42 |000| 00 |099| 211 |302]| 646 | 322 689
baixa 4 do HPV
IVT de HPV 16 102*| 11,09 | 008 | 07 [000| 00 |000| 00 |026| 23 |054| 49 |061| 55
(183 copias)
IVT de HPV 18 108 | 11,78 | 0,00 00 |043| 3,7 |000| 00 |112| 95 |197| 167 | 230 196
(155 copias)
Células MS751 108 | 10,73 | 0,00 | 00 |059| 55 |072| 67 |082| 76 |186| 173 | 223 | 20,8
(0,63 células)
Células HeLa 108 | 6,78 |0,00| 00 |056| 83 |000| 00 |1,23| 18,2 |3,08| 455 | 3,37 | 49,7
(0,35 células)
Células SiHa 107*| 7,74 | 037 | 48 |000| 00 |[000| 00 |[000| 00 |385| 498 |3,87| 50,1
(0,90 células)

*Doze amostras apresentaram resultados do Aptima HPV Assay invalidos (1 para a amostra clinica positiva alta 1 do HPV,
1 para a amostra clinica positiva alta 2 do HPV, 1 para IVT de HPV 16 [1830 copias], 1 para IVT de HPV 18 [1550 copias],
1 para a amostra clinica positiva baixa 1 do HPV, 6 para IVT de HPV 16 [183 cépias] e 1 para células SiHa [0,90 células]).

CV = coeficiente de variagéo; IVT = transcrito in vitro; DP = desvio padrao

Nota: A variabilidade de alguns factores pode ser numericamente negativa. Tal pode ocorrer se a variabilidade provocada
por esses factores for muito diminuta. Nestes casos, DP e CV sdo apresentados como 0.

Aptima HPV Assay

83

AW-14517-601 Rev. 007




Desempenho do ensaio no Panther System Aptima~

Tabela 53: Precisdo do Aptima HPV Assay no Estudo 2: Variabilidade do sinal para os membros do
painel com resultados positivos esperados

Nas proéprias

Entre Entre Entre listas listas de
Descrigao do painel instrumentos | operadores | Entre lotes | de trabalho trabalho Total
(cépias ou S/CO
células/reacgao) n | Média | DP |CV (%)| DP [CV (%)| DP [CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)| DP |CV (%)

Amostra clinica positiva

alta 1 do HPV 161*| 26,81 | 0,75| 2,8 |000| 00 [091| 34 |048| 18 |184| 69 [224| 83

Amostra clinica positiva

alta 2 do HPV 162 | 28,83 | 0,00 | 0,0 [000| 00 |09 | 33 |065| 23 |235| 82 |262]| 9,1

IVT de HPV 16

- 161*| 11,07 | 0,14} 12 |000| 00 |0O05| 05 |0,16| 14 |032]| 29 [039| 35
(1830 copias)

IVT de HPV 18

L. 162 | 13,34 [ 0,14 | 11 012| 09 (100 | 7,5 |0,31 23 |0,75| 56 | 1,31 9,8
(1550 copias)

Amostra clinica positiva

baixa 1 do HPV 162 | 7,57 |05 | 75 |05 | 73 |063| 83 |000| 00 |361| 47,7 |3,75| 495

Amostra clinica positiva

baixa 2 do HPV 162 7,59 |000| 00 |0O0O0| 00 |0O00| 00 |000| 00 |525]| 69,2 |525]| 692

Amostra clinica positiva

baixa 3 do HPV 161 883 (000 00 (000| OO0 |026| 30 |(000| 00 |348 | 394 |349| 395

Amostra clinica positiva

baixa 4 do HPV 162 | 49 |000| 00 |O000| 00 |O75]| 152 |000| 00 |335| 676 |3,43| 693

IVT de HPV 16

L. 162 | 11,02 | 0,13 | 1,2 | 0,11 1,0 | 012 | 11 013 | 1,2 | 054 | 49 [059| 54
(183 copias)

IVT de HPV 18

. 159*| 11,40 (0,16 | 14 |07 | 15 |121| 106 | 023 | 20 |1,17| 10,3 | 1,72 | 150
(155 copias)

Células MS751

. 162 | 9,87 | 0,76 | 7,7 (000| OO0 |0O65| 66 |065| 66 |141| 143 |1,85| 187
(0,63 células)

Células HeLa

. 162 | 7,80 |055| 70 (000| OO0 |085| 109 |0,00| 00 |244| 31,3 [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 | 51,7
(0,90 células)

*Seis amostras apresentaram resultados do Aptima HPV Assay invalidos (1 para amostra clinica positiva alta 1 do HPV,
1 para IVT de HPV 16 [1830 copias], 1 para amostra clinica positiva baixa 3 do HPV, 3 para IVT de HPV 18 [155 cdpias]).

CV = coeficiente de variagéo; IVT = transcrito in vitro; DP = desvio padrao

Nota: A variabilidade de alguns factores pode ser numericamente negativa. Tal pode ocorrer se a variabilidade provocada
por esses factores for muito diminuta. Nestes casos, DP e CV séo apresentados como 0.

Reactividade cruzada

Os testes de organismos potencialmente com reactividade cruzada para o Aptima HPV
Assay foram realizados utilizando o Tigris DTS System. Consulte os resultados em
Reactividade cruzada (Tabela 28) na secgao Tigris DTS System.
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Interferéncia

Os testes com potenciais substancias de interferéncia para o Aptima HPV Assay foram
realizados utilizando o Tigris DTS System. Consulte os resultados em Interferéncia (Tabela 29)
na secgao Tigris DTS System.
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