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Informatii generale

Destinatia de utilizare

Aptima HPV Assay (Testul HPV Aptima) este un test de analiza a acidului nucleic prin
amplificarea analitului pentru detectia calitativa in vitro a RNA mesager viral (mMRNA) pentru
proteinele E6/E7 din 14 tipuri de papilomavirus uman (HPV) cu risc ridicat (16/18/31/33/35/
39/45/51/52/56/58/59/66/68). Aptima HPV Assay nu face deosebire intre cele 14 tipuri cu risc
ridicat.

* Aptima HPV Assay este indicat pentru utilizarea in screeningul pacientelor cu rezultate
ASC-US (celule scuamoase atipice cu semnificatie nedeterminata) ale testului
Papanicolau pentru a determina necesitatea trimiterii la colposcopie. Rezultatele acestui
test nu au rolul de a impiedica efectuarea colposcopiei la femei.

+ Aptima HPV Assay poate fi utilizat in asociere cu citologia cervicala pentru screeningul
suplimentar (co-testare) in vederea stabilirii prezentei sau absentei tipurilor de HPV cu
risc ridicat. Aceste informatii, impreuna cu evaluarea de catre medic a antecedentelor
citologice, alti factori de risc si ghidurile profesionale, pot fi utilizate pentru a ghida
deciziile luate in privinta pacientei.

» Aptima HPV Assay poate fi utilizat ca prim test de screening, cu sau fara citologie
cervicala, pentru a identifica femeile cu risc ridicat de aparitie a cancerului de col uterin
sau prezenta bolii intr-un stadiu avansat. Aceste informatii, impreuna cu evaluarea de
catre medic a antecedentelor de screening ale pacientei, alti factori de risc si ghidurile
profesionale, pot fi utilizate pentru a ghida deciziile luate in privinta pacientei.

Esantioanele cervicale recoltate in flacoane pentru testul Papanicolau ThinPrep™ care contin
solutie PreservCyt™ pot fi testate cu Aptima HPV Assay inainte sau dupa procesarea
Papanicolau, la fel ca si esantioanele cervicale recoltate cu trusa de recoltare si transport
al esantioanelor cervicale Aptima. Testul poate fi utilizat pentru a testa aceste tipuri de
esantioane pe analizoare Direct Tube Sampling (DTS), analizorul DTS Tigris sau analizorul
Panther. Esantioanele de tesut cervical recoltate in lichidul conservant SurePath pot fi testate
cu Aptima HPV Assay pe analizorul DTS Tigris si pe analizorul Panther.

Rezumat si explicatie a testului

Cancerul de col uterin este unul dintre cele mai raspandite tipuri de cancer la femei, la nivel
mondial. HPV este agentul etiologic care genereaza mai mult de 99% din toate cazurile de
cancer de col uterin.*?®* HPV este un virus DNA raspandit, transmis prin contact sexual, care
cuprinde mai mult de 100 de genotipuri.*

Genomul viral al HPV este de tip DNA dublu catenar, circular, de aproximativ 7900 perechi
de baze ca lungime. Genomul are opt cadre de citire deschise suprapuse. Exista sase gene
timpurii (E), douad gene tardive (L) si o regiune de control lunga netranslatatd. Genele L1 si
L2 codifica proteinele majore si minore ale capsidei. Genele timpurii regleaza replicarea
viralda a HPV. Genele E6 si E7 din genotipurile HPV cu risc ridicat sunt cunoscute drept
oncogene. Proteinele exprimate de mRNA policistronic E6/E7 altereaza functiile celulare ale
proteinei p53 si proteinei retinoblastomului, conducand la ruperea punctelor de control ale
ciclului celular si la instabilitatea genomului celular.*®

Paisprezece tipuri de HPV sunt considerate patogene sau cu risc ridicat de boala cervicala.”
Mai multe studii au constatat o legatura intre genotipurile 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 si 68 si progresia bolii.>** Pacientele cu o infectie persistenta cu unul dintre
aceste tipuri au un risc ridicat de aparitie a displaziei severe sau a carcinomului cervical.”®
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Infectiile cu HPV sunt foarte raspandite si, in cazul celor mai multe femei, organismul elimina
infectiile cu HPV intr-un interval de 6 pana la 12 luni.>* Prezenta acidului nucleic al HPV nu
inseamna prezenta displaziei cervicale sau a cancerului de col uterin. Totusi, o abordare
eficienta pentru detectia bolii cervicale este de a tinti acele elemente oncogene ale HPV care
stimuleaza infectia virala persistenta si transformarea celulara.®

Performanta clinica a Aptima HPV Assay in screeningul primar pentru cancerul de col
uterin

Performanta clinica a Aptima HPV Assay atunci cand este utilizat intr-o modalitate de
screening primar a fost investigata in cadrul mai multor studii de catre investigatori
independenti. Treisprezece publicatii revizuite inter pares™ ' ' 1516.17.18.15.20.2.22. 3 din zece
studii clinice separate indica performanta testului HPV Aptima in screeningul primar la
femeile Tnrolate din noua tari (China, Canada, Franta, Mexic, Anglia, Danemarca, Olanda,
Statele Unite si Germania). Datele din aceste studii arata ca Aptima HPV Assay are o
performanta clinica similaré comparativ cu alte teste HPV validate din punct de vedere clinic
atunci cand este utilizat in screeningul primar pentru boala pre-canceroasa si cancerul de col
uterin.

Principiile procedurii

Aptima HPV Assay implica trei etape principale, care au loc intr-un singur tub: captura
analitului, amplificarea analitului prin amplificare mediata prin transcriptie (TMA)* si detectia
produselor de amplificare (amplicon) prin dozare prin hibridizare protejata (HPA).* Testul
contine un control intern (Cl) pentru a monitoriza captarea, amplificarea si detectia acidului
nucleic, ca si erorile operatorului sau ale instrumentului.

Esantioanele sunt recoltate sau transferate intr-un tub care contine mediul de transport
(MTE) care lizeaza celulele, elibereaza mRNA-ul si il protejeaza impotriva degradarii in
timpul depozitarii. Cand este efectuat Aptima HPV Assay, analitul mRNA este izolat de
esantion prin utilizarea oligomerilor de captura care sunt legati de microparticule magnetice.
Oligomerii de captura contin secvente complementare unor regiuni specifice ale moleculelor
analitului mMRNA HPV, precum si o catena de reziduuri de deoxiadenozina. In timpul etapei
de hibridizare, regiunile specifice secventei ale oligomerilor de captura se leaga de regiuni
specifice ale moleculei analitului MRNA HPV. Complexul oligomer de captura/analit este apoi
captat din solutie prin scaderea temperaturii reactiei la temperatura camerei. Aceasta
reducere de temperatura permite producerea hibridizarii intre regiunea cu deoxiadenozina a
oligomerului de captura si moleculele de polideoxitimidina care sunt atasate in mod covalent
de particulele magnetice. Microparticulele, inclusiv moleculele analitului mMRNA HPV captate
legate de acestea, sunt trase catre partea lateralad a tubului de reactie utilizand magneti iar
supernatantul este aspirat. Particulele sunt spalate pentru a inlatura matricea reziduala a
esantionului care poate contine inhibitori pentru amplificare.

Dupa ce este finalizata captura analitului, mMRNA HPV este amplificat utilizdnd TMA, care
este o metoda de amplificare a acidului nucleic bazata pe transcriptie care utilizeaza doua
enzime, transcriptaza inversa a MMLV si T7 RNA polimeraza. Transcriptaza inversa este
utilizata pentru a genera o copie DNA a secventei analitului mRNA care contine o secventa
promotor pentru T7 RNA polimeraza. T7 RNA polimeraza produce mai multe copii de
amplicon RNA din modelul copiei DNA.

Detectia ampliconului este realizata prin HPA utilizand probe de acid nucleic monocatenar
marcate chemiluminescent care sunt complementare ampliconului. Probele de acid nucleic
marcate hibridizeaza in mod specific cu ampliconul. Reactivul de selectie face diferenta intre
probele hibridizate si cele nehibridizate prin inactivarea marcajului de pe probele nehibridizate.
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in timpul etapei de detectie, lumina emisa de hibrizii RNA-DNA marcati este masurata ca
semnale fotonice numite unitati relative de lumina (RLU) intr-un luminometru. Rezultatele
finale ale testului sunt interpretate pe baza raportului semnal-prag pentru analit (S/P).

Cl este adaugat la fiecare reactie prin intermediul reactivului de captura a analitului. CI
monitorizeaza etapele de captura a analitului, de amplificare si de detectie ale testului.
Semnalul Cl in fiecare reactie este diferentiat de semnalul HPV prin cinetica diferita a emisiei
de lumina de la probe cu marcaje diferite.*® Ampliconul specific Cl este detectat utilizdnd o
proba cu o emisie rapida de lumina (semnal intermitent). Ampliconul specific HPV este
detectat utilizdnd probe cu o cinetica relativ mai lenta a emisiei de lumina (semnal stabil).
Dozarea cu cinetica duala (DKA) este o metoda utilizata pentru a diferentia intre semnalele
intermitente si cele cu semnal stabil.”

Avertismente si precautii

A.
B.

Pentru utilizare in diagnosticarea in vitro.

Pentru avertismente si precautii specifice suplimentare, consultati manualele operatorului
pentru Analizoarele DTS, Analizorul Tigris DTS si Analizorul Panther.

in legatura cu laboratorul

C.

D.

E.

Utilizati doar instrumentarul si consumabilele de laborator de unica folosinta prevazute
sau specificate.

Folositi precautiile de laborator obisnuite. Nu consumati alimente sau bauturi si nu fumati
in zonele de lucru desemnate. Purtati manusi fara talc de unica folosinta, ochelari de
protectie si halate de laborator atunci cdnd manevrati esantioane si reactivi din trusa.
Spalati-va cu atentie pe maini dupa ce manevrati esantioane si reactivi din trusa.

Avertisment: Substante iritante si corozive: Evitati contactul Auto Detect 1 si Auto
Detect 2 cu pielea, ochii si mucoasele. In cazul in care aceste lichide intra in contact
cu pielea sau ochii, spalati zona afectata cu apa. In cazul varsarii acestor lichide, diluati
suprafata afectatd cu apa si apoi stergeti.

Suprafetele de lucru, pipetele si alte echipamente trebuie decontaminate in mod regulat
cu solutie de hipoclorit de sodiu intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M). Consultati
Procedura de testare cu analizoarele DTS, Procedura de testare cu analizorul Tigris DTS
sau Procedura de testare cu analizorul Panther DTS pentru informatii suplimentare.

Aspecte specifice Analizoarelor DTS

G. Pentru a preveni contaminarea zonelor de laboratoare cu ampliconi, zona laboratorului

trebuie astfel organizata cu un flux de lucru unidirectional, de la pregatirea reactivilor
pana la detectie. Esantioanele, echipamentele si reactivii nu trebuie sa revina in zona
in care a fost efectuata o etapa anterioara. De asemenea, personalul nu trebuie sa se
intoarca in zonele de activitate anterioare fara masuri corespunzatoare de protectie
impotriva contaminarii. Se recomanda cu insistenta crearea unei zone separate pentru
detectie.
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in legatura cu esantioanele

H. Mentineti conditii de temperatura corespunzatoare pe parcursul expedierii Si depozitarii
esantioanelor pentru a asigura integritatea acestora. Stabilitatea esantioanelor nu a fost
evaluata in conditii de expediere si depozitare diferite de cele recomandate.

|. Datele de expirare prevazute pe trusele si tuburile de recoltare/transfer al esantioanelor
fac referire la locatia de recoltare/transfer, si nu la unitatea de testare. Esantioanele
recoltate/transferate Tn orice moment anterior acestor date de expirare sunt valide pentru
testare cu conditia ca acestea sa fi fost transportate si depozitate conform prospectului
din ambalaj, chiar daca aceste date de expirare au fost depasite.

J. Esantioanele prezinta potential contagios. Aplicati Precautii universale la efectuarea
acestui test. Directorul laboratorului trebuie sa stabileasca metodele adecvate de
manipulare si eliminare. Aceasta procedura trebuie efectuata exclusiv de personal instruit
corespunzator pentru manipularea materialelor contagioase.

K. Evitati contaminarea incrucisata pe parcursul etapelor de manipulare a esantioanelor.
Asigurati-va ca recipientele cu esantioane nu se ating intre ele si eliminati materialele
utilizate fara a le trece pe deasupra recipientelor deschise. Schimbati manusile daca
se ating de esantioane.

L. Tn momentul perforarii, din capacele tuburilor se poate scurge lichid in anumite conditii.
Consultati Procedura de testare cu analizoarele DTS, Procedura de testare cu analizorul
Tigris DTS sau Procedura de testare cu analizorul Panther DTS pentru informatii
suplimentare.

M. Esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep si esantioanele cervicale recoltate
cu trusa de recoltare si transport (RTEC) trebuie respinse in cazul in care in tubul de
proba a fost lasat un dispozitiv de recoltare.

N. Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath trebuie respinse in cazul in care
in flacon nu exista un dispozitiv de recoltare.

In legatura cu testul

O. Depozitati reactivii la temperaturile prevazute. Performanta testului poate fi afectata de
utilizarea unor reactivi depozitati necorespunzator.

Evitati contaminarea microbiana si ribonucleica a reactivilor.
Q. Nu utilizati trusa dupa data de expirare.

R. Nu interschimbati, amestecati sau combinati reactivi de testare sau calibratori din truse
cu numere de lot diferite.

S. Fluidele de testare Aptima, reactivii de auto detectie Aptima, conservantul de fluid de
sistem Aptima (doar pentru Analizoare DTS si Analizor DTS Tigris) si controalele Aptima
HPV Assay (doar pentru Analizor DTS si Analizor DTS Tigris) nu fac parte din Lotul
principal; poate fi utilizat orice lot.

T. Este necesara amestecarea atenta a reactivilor de dozare pentru a obtine rezultate
precise ale testarii.

U. Trebuie folosite varfuri cu tampoane hidrofobe.

Aptima HPV Assay 5 AW-14517-3101 Rev. 003



Informatii generale Aptima”

Aspecte specifice Analizoarelor DTS

V. Trebuie folosite cel putin doua pipetoare cu repetare dedicate utilizarii la acest test: unul
in vederea utilizarii in etapa de captura a analitului si de amplificare, si unul in vederea
utilizarii in etapele de post amplificare.

W. in timpul folosirii pipetoarelor cu repetare pentru adaugarea reactivului, nu atingeti tubul
cu varful de pipeta pentru a preveni transferul de la un tub la altul.

X. Toate pipetoarele trebuie curatate in mod regulat, conform descrierii din Note de
procedura.

Y. Sunt necesare cel putin doua instrumente SB100™ separate, unul pentru captura
analitului/amplificare si unul pentru post amplificare.

Z. NU refolositi cartoanele de sigilare. Pentru fiecare etapa trebuie folosite cartoane
de sigilare noi.

Cerinte privind depozitarea si manipularea reactivilor

Nu folositi reactivi dupa data de expirare inscrisa pe flacoane. Consultati informatiile de mai
jos pentru instructiunile de depozitare.

A. Urmatorii reactivi sunt depozitati intre 2 °C si 8 °C (refrigerati) Tn momentul primirii:
Reactiv HPV de amplificare
Reactiv HPV enzimatic
Reactiv HPV pentru marcare
Reactiv HPV control intern
Calibratori pozitivi si Calibratori negativi HPV
Controale pozitive si controale negative HPV (doar pentru Analizoare DTS si Analizor Tigris DTS)

B. Urmatorii reactivi sunt depozitati intre 15 °C si 30 °C (la temperatura camerei):
Solutie de reconstituire amplificare HPV
Solutie de reconstituire enzimatica HPV
Solutie de reconstituire marker HPV
Reactiv de captura a analitului HPV
Reactiv de selectare HPV
Solutie de spélare
Reactiv ulei
Solutie-tampon pentru lichidul de dezactivare
Reactiv de auto detectie 1
Reactiv de auto detectie 2
Conservant fluid de sistem Aptima (doar pentru Analizor Tigris DTS)
C. Dupa reconstituire, urmatorii reactivi sunt stabili timp de 30 de zile atunci cand sunt
depozitati intre 2 °C si 8 °C:
Reactiv HPV de amplificare
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Reactiv HPV enzimatic
Reactiv HPV pentru marcare

D. Reactivul de captare a analitului de lucru (WTCR) este stabil timp de 30 de zile atunci
cand este depozitat intre 15 °C si 30 °C. A nu se refrigera.

E. Eliminati orice reactivi reconstituiti si WTCR nefolositi dupa 30 de zile sau dupa data de
expirare a Lotului principal, oricare dintre acestea survine mai intai.

F. Reactivii de dozare Aptima HPV assay sunt stabili timp de 48 de ore in total atunci cand
sunt depozitati in cadrul Analizorului Tigris DTS.

G. Reactivii de dozare Aptima HPV assay sunt stabili timp de 72 de ore in total atunci cand
sunt depozitati in cadrul Analizorului Panther.

H. Reactivul pentru marker si reactivul pentru marker reconstituit sunt fotosensibili.
Depozitati reactivii in locuri ferite de lumina.

[.  Nu congelati reactivii.

Recoltarea si depozitarea esantioanelor
A. Recoltarea si procesarea esantioanelor.
Esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep

1. Recoltati esantioanele cervicale in flacoane pentru testul Papanicolau ThinPrep care
contin solutie PreservCyt cu dispozitive de tip perie sau spatula de recoltare cervicala,
conform instructiunilor producatorului.

2. Tnainte sau dupé procesarea cu ajutorul Analizorului ThinPrep 2000, ThinPrep 3000,
Procesor ThinPrep 5000 sau Procesor ThinPrep 5000 cu Autoloader, transferati 1 ml
din esantionul pentru citologie in mediu lichid ThinPrep intr-un tub de transfer al
esantioanelor Aptima conform instructiunilor de pe prospectul din ambalajul trusei de
transfer al esantionului Aptima.

Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath (doar pentru Analizor Tigris DTS
si Analizor Panther)

1. Recoltati un esantion pentru citologie in mediu lichid SurePath conform instructiunilor
de utilizare a testului Papanicolau SurePath si/sau a Analizorului PrepStain.

2. Transferati esantionul pentru citologie Th mediu lichid SurePath intr-un tub de transfer
al esantioanelor Aptima conform instructiunilor de pe prospectul din ambalajul trusei de
transfer al esantionului Aptima.

Esantioanele din trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale Aptima
Recoltati esantionul conform instructiunilor de utilizare a Trusei RTEC Aptima

B. Transport si depozitare inaintea testarii.
Esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep
1. Transportati esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep la temperaturi intre
2°Csi30°C.
2. Esantioanele trebuie transferate intr-un tub de transfer al esantioanelor Aptima in
termen de 105 zile de la recoltare.
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3.

nainte de transfer, esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep trebuie
depozitate la temperaturi intre 2 °C si 30 °C, fara a depasi 30 de zile la temperaturi
peste 8 °C.

Esantioanele pentru citologie Th mediu lichid ThinPrep transferate intr-un tub de transfer
al esantioanelor Aptima pot fi depozitate la temperaturi intre 2 °C si 30 °C timp de
maxim 60 de zile.

Daca este necesara o perioada de depozitare prelungita, esantionul pentru citologie in
mediu lichid ThinPrep sau esantionul pentru citologie in mediu lichid ThinPrep diluat in
tubul de transfer al esantioanelor poate fi depozitat la temperaturi de -20 °C sau mai
scazute timp de maxim 24 de luni.

Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath (doar pentru Analizor Tigris DTS
si Analizor Panther)

1.

2.

Transportati esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath la temperaturi intre
2°Csi25°C.

Esantioanele trebuie transferate intr-un tub de transfer al esantioanelor Aptima in
termen de 7 zile de la recoltare.

Inainte de transfer, esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath trebuie
depozitate la temperaturi intre 2 °C si 25 °C.

Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath transferate intr-un tub de transfer
al esantioanelor Aptima pot fi depozitate la temperaturi intre 2 °C si 25 °C timp de
maxim 7 zile.

Esantioanele din trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale Aptima

1.

2.

Transportati si depozitati esantioanele la temperaturi intre 2 °C si 30 °C timp de maxim
60 de zile.
Daca este necesara o perioada de depozitare prelungita, esantioanele din trusa de

transport pot fi depozitate la temperaturi de -20 °C sau mai scazute timp de maxim
24 de luni.

C. Tratamentul esantioanelor pentru citologie in mediu lichid SurePath (doar pentru Analizor
Tigris DTS si Analizor Panther).

Nota: Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath trebuie tratate cu solutie de
transfer Aptima inainte de testarea cu Aptima HPV Assay.

1.

Solutia de transfer Aptima (doar pentru analizoarele Tigris DTS si Panther).

Esantioanele tratate pot fi depozitate la temperaturi intre 2 °C si 8 °C timp de maxim
17 zile Tnainte de testarea cu Aptima HPV assay. Consultati prospectul din ambalajul trusei
de transfer al esantioanelor Aptima pentru detalii suplimentare.

D. Depozitarea esantionului dupa testare.

1.
2.

3.

Esantioanele care au fost testate trebuie depozitate in pozitie verticala intr-un stativ.

Tuburile cu esantioane trebuie acoperite cu o protectie noua, curata, din plastic sau
folie.

in cazul In care probele testate trebuie congelate sau expediate, inlaturati dopul
penetrabil si aplicati dopuri noi, nepenetrabile pe tuburile de esantioane. in cazul in care
esantioanele trebuie expediate pentru testare intr-o alta unitate, trebuie mentinute
temperaturile prevazute. inainte de a inlatura dopurile de pe probele testate si acoperite
din nou cu dopuri, tuburile cu esantioane trebuie centrifugate timp de 5 minute la

420 Forta Centrifugala Relativa (RCF) pentru a readuce tot lichidul la fundul tubului.

Nota: Esantioanele trebuie expediate in conformitate cu reglementarile privind transportul
aplicabile la nivel national si international.

Aptima HPV Assay 8 AW-14517-3101 Rev. 003



Aptima” Analizoare DTS

Analizoare DTS

Mai jos sunt enumerati reactivii pentru Aptima HPV assay pentru Analizoarele DTS. Alaturi de
numele reactivului sunt notate si simbolurile de identificare a reactivilor.

Reactivi si materiale furnizate

Nota: Pentru informatii despre declaratiile privind pericolele sau precautiile ce pot fi asociate
reactivilor, consultati Safety Data Sheet Library (Biblioteca cu fisele tehnice de securitate) la
www.hologic.com/sds.

Trusa Aptima HPV assay, 100 teste, Nr. cat. 302610 (4 cutii)

Calibratorii si controalele pot fi achizitionate separat. Consultati mai jos numerele de catalog
pentru fiecare cutie in parte.

Cutie frigorifica Aptima HPV
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

A Reactiv de amplificare HPV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata
contindnd < 5% agent de expandare.

E Reactiv enzimatic HPV 1 flacon
Transcriptaza inversa si polimeraza ARN uscatéa in solutie
tamponata HEPES contindnd < 10% reactiv de expandare.

P Reactiv pentru marker HPV 1 flacon
Markeri ADN chemiluminescent ne-infectiosi (< 500 ng/flacon)
uscati in succinat solutie tamponaté contindnd < 5% detergent.

IC Reactiv de control intern HPV 1 flacon
Transcriptie ARN ne-infectioasa in solutie tamponata ce
contine < 5% detergent.

Cutie Aptima HPV la temperatura camerei
(depozitati intre 15 °C si 30 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

AR Solutie de reconstituire pentru amplificarea HPV 1 flacon
Solutie apoaséa contindnd conservanti.

ER Solutie de reconstituire a enzimei HPV 1 flacon
Solutie tamponata HEPES continand surfactant si glicerol.

PR Solutie de reconstituire a markerului HPV 1 flacon
Succinat solutie tamponata contindnd < 5% detergent.

S Reactiv de selectie HPV 1 flacon
Solutie tamponaté borat 600 mM continédnd surfactant.

TCR  Reactiv de captura a analitului HPV 1 flacon
Acid nucleic ne-infectios in solutie tamponata continénd faza
solida (< 0,5 mg/mi).

Cartoane de sigilare 1 pachet

Coliere reconstituire 3
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Cutie calibratori Aptima HPV (Nr. Cat. 302554)

(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate
PCAL Calibrator pozitiv HPV 5 flacoane
Transcriptie in vitro HPV 16 ne-infectioaséa la 1.000 de copii
per ml in solutie tamponata contindnd < 5% detergent.
NCAL  cCalibrator negativ HPV 5 flacoane
Solutie tamponaté contindnd < 5% detergent.
Cutie controale Aptima HPV (Nr. Cat. 302556)
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)
Simbol Componenta Cantitate
PC Control pozitiv HPV 5 flacoane
Celule de culturd lizate inactivate HPV negative si HPV
pozitive la 25 de celule per ml in solutie tamponata
contindnd < 5% detergent.
NC Control negativ HPV 5 flacoane

Celule de culturd lizate inactivate HPV negative in solutie

tamponaté continand < 5% detergent.

Materiale necesare dar disponibile separat

Nota: Materialele disponibile de la Hologic au numerele de catalog notate, cu exceptia cazului in care
se specificd in mod diferit.

Luminometru Leader” HC+

Sistem de captura a analitului (TCS) Hologic
2 bai cu Incalzire uscata/vortex SB100

Trusa Aptima Auto Detect
Trusa lichide pentru testare Aptima

Micropipetor, 1.000 pl RAININ PR1000

2 pipetoare eppendorf Repeater Plus
Varfuri pipetor cu repetare (2,5 ml, 5,0 ml, 25,0 ml)
Varfuri, 1.000 yl P1000

Vérfurile cu diametre speciale sunt disponibile numai de la Hologic

Unitati cu zece tuburi (TTU)
Stativ pentru TTU

Casete cu zece varfuri [de pipetd] (TTC)

Trusa de transfer esantion Aptima
Trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale Aptima
Clor, hipoclorit de sodiu solutie de minim 5% sau 0,7 M

Manusi de unica folosinta

Capace penetrabile Aptima
Capace inlocuitoare nepenetrabile

Nr. Cat.
104747
104555
105524F
301048C
302002C
104216
105725

105049

TU0022
104579
104578
301154C
302657

105668
103036A

Aptima HPV Assay
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Materiale optionale

Nr. Cat.
Instrument TECAN Freedom EVO 100/4 900932
Ansamblu placa platforma, DTS 800 105200
Varfuri, 1.000 pl conductive, detectoare de lichid 10612513 (Tecan)
Rezervor reactiv (modul sfert 40 ml) 104765
Rezervor reactiv divizat (modul sfert 19 ml x 2) 901172
Intaritor de clor pentru curatare 302101

Procedura de testare cu analizoarele DTS
A. Pregatirea zonei de lucru/echipamentelor

1. Tnainte de inceperea testarii, stergeti suprafetele de lucru si pipetoarele cu hipoclorit
de sodiu solutie de 2,5% péana la 3,5% (0,35 M pana la 0,5 M). Lasati solutia sa intre
in contact cu suprafetele si pipetoarele timp de cel putin 1 minut iar apoi clatiti cu apa.
Nu lasati solutia s& se usuce. Acoperiti suprafata mesei pe care va fi efectuata testarea
cu folii de protectie pentru masa de laborator captusite cu plastic, absorbante, curate.

2. Asezati un numar suficient de casete cu zece varfuri in sistemul de captura a analitului
(TCS). Asigurati-va ca recipientul de spalare a TCS este umplut cu solutie de spalare iar
rampa de aspirare este conectata la pompa de aspiratie. Consultati Manualul
operatorului sistemului de captura a analitului.

3. Pregatiti instrumentul TECAN Freedom EVO conform instructiunilor din Manualul
operatorului si fisa de aplicare HPV.

4. Pregatiti instrumentul SB100 de preamplificare conform instructiunilor din Manualul
operatorului si fisa de aplicare HPV. Porniti instrumentul si incepeti protocolul ,APTIMA
HPV PREAMP” pentru ca instrumentul sa poata atinge temperatura de 62 °C.

5. Lafinalizarea etapei de preamplificare, pregatiti instrumentul SB100 de post amplificare
conform instructiunilor din Manualul operatorului si fisa de aplicare HPV. Porniti
instrumentul si incepeti protocolul ,APTIMA HPV PSTAMP” pentru ca instrumentul sa
poata atinge temperatura de 62 °C.

6. Lafinalizarea etapei de amplificare, pregatiti luminometrul Leader HC+ conform
instructiunilor din Manualul operatorului dupa adaugarea reactivului pentru marcare,
asa cum este descris in etapele de post amplificare.

B. Reconstituirea reactivului/pregatirea unei noi truse

Nota: Reconstituirea reactivului trebuie efectuata inainte de inceperea transferului
esantionului.

1. Pentru a reconstitui reactivii de amplificare Aptima HPV, enzimatici si ai markerului,
combinati recipientele de reactiv liofilizat cu solutia de reconstituire. Daca au fost
pastrate la frigider, |asati solutiile de reconstituire sa ajunga la temperatura camerei
inainte de utilizare:

a. Imperecheati fiecare solutie de reconstituire cu reactivul sau liofilizat. Asigurati-va c&
solutia de reconstituire si reactivul liofilizat au etichete de aceeasi culoare inainte de
a monta colierul de reconstituire.

b. Deschideti flaconul de reactiv liofilizat si introduceti cu fermitate capatul crestat al
colierului de reconstituire in apertura flaconului (Figura 1, Etapa 1).

c. Deschideti recipientul de solutie de reconstituire ce ii corespunde si asezati capacul
pe o suprafata de lucru curata, protejata.
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Tinand recipientul de solutie pe masa, introduceti cu fermitate celalalt capat al
colierului de reconstituire in apertura flaconului (Figura 1, Etapa 2).

intoarceti cu atentie ansamblul format din recipient si flacon. Lasati solutia sa se
scurga in recipientul de sticla (Figura 1, Etapa 3).

Rotiti usor solutia in flacon pentru a se amesteca complet. Evitati crearea spumei
in timpul rotirii flaconului (Figura 1, Etapa 4).

Asteptati ca agentul liofilizat sa se constituie in solutie, apoi intoarceti ansamblul
format din recipient si flacon, inclinand la un unghi de 45° pentru a minimiza crearea
spumei (Figura 1, Etapa 5). Lasati sa se scurga tot lichidul inapoi in recipient.

Scoateti colierul de reconstituire si flaconul de sticla (Figura 1, Etapa 6).

Puneti din nou capacul la recipientul de plastic. anegistrat,i initialele operatorului
si data reconstituirii pe flacoanele de reactiv reconstituit (Figura 1, Etapa 7).

Eliminati atat colierul de reconstituire cat si flaconul de sticla (Figura 1, Etapa 8).
/1 /2 N\ (4 N

Figura 1. Procesul de reconstruire la analizoarele DTS

Pregaititi reactivul de captare a analitului de lucru (WTCR):

a.
b.

e.

f.

g.

Tmperechea’gi recipientele corespunzatoare de TCR si Cl.

Deschideti recipientul de TCR si asezati capacul pe o suprafata de lucru curata,
protejata.

Deschideti recipientul de Cl si turnati intregul continut intr-un recipient de TCR.
In flaconul de CI poate ramane o cantitate mica de lichid.

Puneti capacul la recipientul de TCR si rotiti usor solutia pentru a amesteca complet
continutul. Evitati crearea spumei pe parcursul acestei etape.

Inregistrati initialele operatorului si data curenta pe eticheta.
Eliminati recipientul de CI si capacul.

in WTCR se poate forma precipitat. Precipitatul poate fi dizolvat prin incélzirea
WTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de maxim 90 de minute. Lasati wTCR
sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare.

Pregatiti reactivul de selectie:

In cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie la
60 °C = 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea precipitatului.
Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati reactivul de selectie sa
se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu utilizati daca precipitatul sau
aspectul tulbure persista.

Aptima HPV Assay
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C. Pregatirea reactivului pentru reactivi reconstituiti anterior

1.

2.

Reactivii de amplificare, enzimatici, ai markerului reconstituiti anterior trebuie sa atinga
temperatura camerei (intre 15 °C si 30 °C) inainte de inceperea testarii.

In cazul in care reactivul pentru marcare reconstituit contine precipitat care nu se constituie
in solutie la temperatura camerei, incalziti la o temperatura care sa nu depaseasca 60 °C
timp de 1 pana la 2 minute. Dupa reconstituirea suspensiei, amestecati flaconul intorcandu-
usor. Nu utilizati daca precipitatul sau aspectul tulbure este prezent.

Daca wTCR contine precipitat, incalziti wTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de
maxim 90 de minute. Lasati WTCR sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de
utilizare.

In cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie

la 60 °C = 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea precipitatului.
Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati reactivul de selectie sa
se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu utilizati daca precipitatul
sau aspectul tulbure persista.

Amestecati cu atentie fiecare reactiv prin intoarcere usoara inainte de utilizare. Evitati
crearea spumei pe parcursul intoarcerii reactivilor.

D. Configurarea stativului

1.

2.
3.

Lasati probele (calibratori, controale si esantioane) sa atinga temperatura camerei
inainte de procesare.

Nu vortexati probele.

Inspectati tuburile de proba Tnainte de a le perfora. Daca un tub de proba prezinta bule
sau are un volum mai scazut fatd de media observata, centrifugati tubul timp de

5 minute la 420 RCF pentru a va asigura ca nu exista lichid in capac.

Nota: Neefectuarea pasului 3 poate avea ca rezultat varsarea de lichid din capacul
tubului de proba.

4.

5.

Asezati suficiente TTU in stativul pentru TTU astfel incat sa incapa calibratorii,
controalele si esantioanele.

(Optional) Creati o fisa de lucru folosind software-ul de editare a fiselor de lucru Aptima.
Consultati sectiunea referitoare la editorul pentru fise de lucru din Manualul operatorului
pentru software-ul Aptima Assay pentru instructiuni specifice.

Optiunea de pipetare manuala

1.

© ® N OA W

Amestecati WTCR cu atentie (TCR plus Cl). Cu ajutorul unui pipetor cu repetare,
adaugati 100 pl de wTCR in fiecare tub de reactie.

Cu ajutorul unui micropipetor, perforati capacul tubului de proba, asigurandu-va ca nu
introduceti varful in partea inferioara a tubului.

Folositi un varf de pipeta diferit pentru fiecare calibrator, control si esantion.
Adaugati 400 pl de calibrator negativ in primele trei tuburi din primul TTU.
Adaugati 400 pl de calibrator pozitiv in tuburile 4-6 din primul TTU.
Adaugati 400 ul de control negativ in tubul 7 din primul TTU.

Adaugati 400 pl de control pozitiv in tubul 8 din primul TTU.

Adaugati 400 pl din fiecare esantion in tuburile ramase.

in momentul in care toate probele au fost pipetate, acoperiti TTU-urile cu cartoane de
sigilare si continuati cu captura analitului.

Optiunea cu instrument TECAN Freedom EVO

Consultati Fisa de aplicare TECAN Freedom EVO 100/4 pentru Aptima HPV Assay pentru
instructiuni specifice cu privire la adaugarea de wTCR si mostre in cazul utilizarii acestui
instrument.
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E. Captura analitului

Pentru informatii detaliate privind utilizarea instrumentului SB100 la Aptima HPV Assay,
consultati Fisa de aplicare a baii cu incélzire uscatad/vortex SB100 pentru Aptima HPV Assay.

Pentru informatii privind utilizarea Sistemului de captura a analitului Hologic, consultati
Manualul operatorului sistemului de captura a analitului.

Nota: Pipetorul cu repetare utilizat in captura analitului si amplificare trebuie utilizat
exclusiv in aceste etape. Consultati Procedura de testare cu analizorul Tigris DTS pentru
informatii suplimentare.

1. Acoperiti cartoanele de sigilare cu cadrul SB100.

2. Tn momentul in care instrumentul SB100 a atins temperatura de 62 °C, fixati cadrul
si stativul impreuna pentru a va asigura ca TTU-urile sunt blocate pe pozitie in stativ
si impingeti usor stativul in blocul de incalzire. Actionati cu atentie pentru a nu stropi
continutul pe cartoanele de sigilare. Rotiti butoanele negre pana cand rulmentii se
blocheaza in orificiile de pe cadru.

3. Apasati tasta corespunzatoare pentru a porni programul.

4. Cand apare indicatia pe afisajul SB100 la finalizarea ultimei etape de incubatie, scoateti
usor stativul din blocul de incalzire, asigurandu-va ca nu stropiti continut pe cartoanele
de sigilare.

5. Amplasati stativul pe platforma magnetica a sistemului de captura a analitului (TCS)
timp de 5 pana la 10 minute. Efectuati urmatoarele etape de spalare:
a. Amorsati liniile de la pompa statiei de distributie pompand solutie de spalare prin
distribuitor. Pompati suficient lichid prin sistem astfel incat sa nu existe bule de aer
pe linie si toate cele 10 duze sa evacueze un jet constant de lichid.

b. Porniti pompa de aspiratie si deconectati rampa de aspirare de la primul conector
dintre distribuitor si recipientul de captare. Asigurati-va ca vacuumetrul respecta
specificatia pentru proba de etanseitate. Poate dura pana la 15 secunde pana se
obtine aceasta valoare. Reconectati rampa de aspirare si asigurati-va ca
vacuumetrul respecta specificatia pentru nivelul de vid. Lasati pompa de aspiratie
pornita pana cand toate etapele de captura a analitului sunt finalizate iar rampa
de aspirare este uscata.

c. Conectati strans rampa de aspirare la primul set de varfuri. Aspirati tot lichidul
coborand varfurile in primul TTU pana cand acestea ating pentru putin timp fundul
tuburilor. Nu prelungiti contactul intre varfuri si fundul tuburilor.

d. Dupa ce aspirarea este finalizata, scoateti varfurile in caseta lor originala. Repetati
etapele de aspirare pentru restul TTU-urilor, folosind cate un varf separat pentru
fiecare esantion.

e. Pozitionati distribuitorul peste fiecare TTU si, cu ajutorul statiei de distributie,
distribuiti cate 1,0 ml de solutie de spalare in fiecare tub din TTU.

. Acoperiti tuburile cu un carton de sigilare si scoateti stativul din TCS.

6. Acoperiti cartoanele de sigilare cu cadrul SB100 si impingeti in blocul de incalzire
al SB100. Apasati tasta corespunzatoare pentru a vortexa tuburile. Dupa finalizarea
vortexarii, inlaturati stativul.

7. Peinstrumentul SB100, apasati tasta corespunzatoare pentru a continua cu
pre-incalzirea blocului.

8. Asezati stativul Thapoi in TCS si repetati etapele de aspirare de la 5¢ si 5d de mai sus.
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9.

10.

Dupa ultima aspiratie, scoateti stativul de pe platforma magnetica a TCS si inspectati
vizual tuburile pentru a va asigura ca a fost aspirat tot lichidul si ca toate tuburile contin
pelete din particule magnetice. Daca este vizibil lichid, amplasati stativul inapoi pe
platforma TCS timp de 2 minute si repetati aspiratia pentru respectivul TTU utilizand
aceleasi varfuri folosite anterior pentru fiecare esantion in parte.

Continuati cu etapa de amplificare.

F. Amplificarea

1.

Adaugati reactiv de amplificare si reactiv ulei.

Optiunea de pipetare manuala

a. Cu ajutorul unui pipetor cu repetare, adaugati 75 ul de reactiv de amplificare
in fiecare tub de reactie. Toate amestecurile de reactie din stativ trebuie sa aiba
culoarea rosie.

b. Cu ajutorul unui pipetor cu repetare, adaugati 200 pl de reactiv ulei.
c. Acoperiti tuburile cu cartoane de sigilare.
d. Continuati cu etapa 2.

Optiunea cu instrument TECAN Freedom EVO

o

Consultati Fisa de aplicare TECAN Freedom EVO 100/4 pentru Aptima HPV Assay pentru
instructiuni specifice cu privire la adaugarea de reactivi de amplificare si ulei in cazul
utilizarii acestui instrument.

Acoperiti cartoanele de sigilare cu cadrul SB100 si impingeti stativul in blocul de
incalzire.
Apasati tasta corespunzatoare pentru a porni incubarea.

La momentul indicat, inlaturati cadrul SB100. inl&turati si eliminati cartoanele de sigilare
si adaugati 25 pl de reactiv enzimatic reconstituit cu ajutorul unui pipetor cu repetare,
in timp ce stativul se afla inca in blocul de incalzire.

Acoperiti tuburile cu cartoane de sigilare noi si cadrul SB100.
Apasati tasta corespunzatoare pentru a porni incubarea de amplificare.

in momentul in care s-a finalizat etapa de incubare, inlaturati stativul din instrumentul
SB100 si continuati cu etapa de post amplificare.

G. Post amplificarea

Porniti instrumentul SB100 de post amplificare si selectati protocolul ,APTIMA HPV PSTAMP”
pentru ca instrumentul sa poata atinge temperatura de 62 °C.

Pentru informatii specifice privind utilizarea instrumentului SB100 la Aptima HPV Assay,
consultati Fisa de aplicare a baii cu incélzire uscata/vortex SB100 pentru Aptima HPV Assay.

Nota: Pipetorul cu repetare utilizat la detectare trebuie utilizat exclusiv in aceste etape.
Consultati Avertismente si precautii.

Nota: Etapele de post amplificare trebuie efectuate intr-o zona separata, alta decét cea
pentru etapele de pregaétire a reactivului si de pre-amplificare. Consultati Notele de
procedura.

1.
2.

Scoateti si eliminati cartoanele de sigilare.

Cu ajutorul unui pipetor cu repetare, adaugati 100 pl de reactiv pentru marker
reconstituit in fiecare tub de reactie. Toate amestecurile de reactie din stativ trebuie
sa aiba culoarea galbena.
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3. Acoperiti tuburile cu cartoanele de sigilare si cu cadrul SB100 si impingeti usor stativul
in blocul de incalzire.

4. Apasati tasta corespunzatoare pentru a porni etapele de vortexare/incubare.

5. In momentul in care s-a finalizat etapa de incubare, scoateti stativul si incubati la
temperatura camerei timp de 5 minute. Asigurati-va ca selectati tasta corespunzatoare
pe tastatura SB100 pentru a incepe perioada de incubare.

6. Cand cele 5 minute au expirat, conform indicatiei de pe afisajul SB100, adaugati 250 pl
de reactiv de selectie in fiecare tub de reactie cu ajutorul unui pipetor cu repetare. Toate
amestecurile de reactie din stativ trebuie sa aiba culoarea roz.

7. Acoperiti tuburile cu cartoanele de sigilare si cu cadrul SB100 si impingeti usor stativul
in blocul de incalzire. Apasati tasta corespunzatoare pentru a porni etapele de
vortexare/incubare.

8. Tn momentul in care s-a finalizat incubarea, inlaturati stativul din instrumentul SB100 si
continuati cu etapa de detectie.

H. Detectie

1. Etapa de detectie trebuie efectuata la temperaturi intre 18 °C si 28 °C.

2. Asigurati-va ca sunt disponibile volume suficiente de Auto Detect 1 si 2 pentru a finaliza
testele.

3. Pregatiti luminometrul Leader HC+ prin amplasarea unui TTU gol in pozitia 1 a casetei
si derularea protocolului WASH (spalare). Consultati Manualul operatorului pentru
luminometrul Leader HC+ pentru instructiuni specifice.

4. Tncarcati TTU-urile in luminometru.

5. Conectati-va la software-ul de testare pentru Aptima HPV. Daca a fost creata o fisa de
lucru, asigurati-va ca este activata calea adecvata astfel incat software-ul de Aptima
HPV Assay sa poata localiza fisa de lucru corecta.

6. Faceti click pe NEW RUN (Procesare noud). Daca nu a fost creata o fisa de lucru,

introduceti numarul de tuburi (calibratori, controale si esantioane). Faceti click pe NEXT
pentru a incepe procesarea.

Nota: Procesarea trebuie finalizaté in termen de 2 ore de la sfarsitul incubarii din etapa
de selectie.

7.

Pregaititi lichidul de dezactivare prin amestecarea unor volume egale de hipoclorit de
sodiu solutie intre 5% si 7% (intre 0,7 M si 1,0 M) si solutie-tampon Aptima pentru
lichidul de dezactivare intr-un recipient de plastic cu capac mare. Etichetati si inscrieti
data de expirare pe recipientul de plastic. Lichidul de dezactivare este stabil timp de

4 saptamani la temperatura camerei.

Dupa scoaterea TTU-urilor utilizate din luminometru, puneti TTU-urile in recipientul cu
lichid de dezactivare. Lasati TTU-urile sa stea in recipient timp de 15 minute inainte de
eliminare. Directorul laboratorului trebuie sa stabileasca metodele adecvate de
manipulare si eliminare.

Note de procedura
A. Calibratori

Fiecare procesare de pana la 100 de teste trebuie sa contina cate trei replicate din calibratorul
negativ si respectiv calibratorul pozitiv. Pentru a functiona corect cu software-ul Aptima HPV
Assay, cele trei replicate ale calibratorului negativ urmate de cele trei replicate ale
calibratorului pozitiv trebuie sa se afle in primele sase pozitii ale primului TTU. Amplasarea
in pozitia incorecta va conduce la esuarea procesarii.
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B. Controale

Fiecare procesare de pana la 100 de teste trebuie sa contina céate un replicat din controlul
negativ si respectiv controlul pozitiv. Controlul negativ trebuie sa se afle in pozitia celui de-al
saptelea tub, urmat de controlul pozitiv in pozitia opt. Amplasarea in pozitiile incorecte va
conduce la esuarea procesarii.

C. Pipetarea probelor

1. Volumul de proba adaugata la tubul de reactie trebuie sa fie de 400 pl + 100 pl. Se
recomanda inspectia vizuala a volumului pipetat in TTU pentru a asigura transferul
de volum corect. Pentru obtinerea unor rezultate precise este necesar un volum
corespunzator de esantion. Daca nu a fost pipetat volumul corect, re-pipetati reactivul
de captare a analitului de lucru si esantionul intr-un nou tub de reactie.

2. Debitati cu atentie probele in fiecare tub, evitdnd contactul cu marginea pentru a
minimiza posibilitatea de transfer de la un tub la altul.

D. Temperatura

1. Temperatura camerei este definita intre 15 °C si 30 °C.

2. Detectia este sensibila la temperatura. Temperatura laboratorului in zona de detectie
trebuie sa fie intre 18 °C si 28 °C.

E. Timpul

Reactiile de captura a analitului, amplificare, hibridizare si selectie sunt toate dependente
de timp. Respectati timpii specificati in Procedura de testare cu analizoarele DTS.

F. Pudrarea manusilor

Ca in orice sistem de reactiv, talcul in exces pe manusi poate conduce la contaminarea
tuburilor deschise. Sunt recomandate manusile nepudrate.

G. Decontaminarea

1. Suprafetele meselor de laborator si pipetoarele trebuie decontaminate in mod regulat cu
hipoclorit de sodiu solutie intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M). Lasati solutia sa
intre Tn contact cu suprafetele timp de cel putin 1 minut iar apoi clatiti cu apa. Nu lasati
solutia sa se usuce. Solutiile ce contin clor pot coroda echipamentele si metalul. Clatiti
echipamentele temeinic cu apa pentru a evita corodarea.

2. Decontaminati instrumentul TECAN Freedom EVO conform instructiunilor din Manualul
operatorului.

3. Decontaminati instrumentele SB100 conform instructiunilor din Fisa de aplicare a baii cu
incalzire uscatad/vortex SB100 pentru Aptima HPV Assay.

4. Decontaminati sistemul de captura a analitului conform instructiunilor din Manualul
operatorului sistemului de captura a analitului.

5. Stergeti suprafetele unitatii TCS si varfurile cu tampon cu servete de hartie umezite cu
hipoclorit de sodiu solutie intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M). Clatiti apoi cu apa,
apoi uscati suprafetele complet cu servete de hartie.

6. Scufundati stativele TTU in hipoclorit de sodiu solutie intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si
0,5 M), asigurandu-va ca sunt acoperite cu solutie. Lasati stativele scufundate in solutie
timp de 10 minute. O expunere mai indelungata poate deteriora stativele. Clatiti
temeinic stativele cu apa, asezati pe o laveta curata, absorbanta, si lasati sa se usuce
complet la aer. Pentru a prelungi durata de viata a stativelor, lasati-le sa se usuce in
pozitie verticala, nu culcate.

7. TTU-urile trebuie decontaminate cu lichid de dezactivare, conform descrierii din etapa
de detectie. Nu refolositi TTU-urile.
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Analizorul Tigris DTS

Mai jos sunt enumerati reactivii pentru Aptima HPV Assay pentru Analizorul Tigris DTS. Alaturi
de numele reactivului sunt notate si simbolurile de identificare a reactivilor.

Reactivi si materiale furnizate
Trusa Aptima HPV Assay, 250 teste, Nr. cat. 302611 (4 cutii)

Calibratorii si controalele pot fi achizitionate separat. Consultati mai jos numerele de catalog
pentru fiecare cutie in parte.

Cutie frigorifica Aptima HPV
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

A Reactiv de amplificare HPV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata
contindnd < 5% agent de expandare.

E Reactiv enzimatic HPV 1 flacon
Transcriptaza inversd si polimeraza ARN uscaté in solutie
tamponatd HEPES continand < 10% reactiv de expandare.

P Reactiv pentru marker HPV 1 flacon
Markeri ADN chemiluminescent ne-infectiosi (< 500 ng/flacon)
uscatli in succinat solutie tamponatéd contindnd < 5%
detergent.

IC Reactiv de control intern HPV 1 flacon
Transcriptie ARN ne-infectioaséa in solutie tamponaté ce
contine < 5% detergent.

Cutie Aptima HPV la temperatura camerei
(depozitati intre 15 °C si 30 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

AR Solutie de reconstituire pentru amplificarea HPV 1 flacon
Solutie apoaséa contindnd conservanti.

ER Solutie de reconstituire a enzimei HPV 1 flacon
Solutie tamponatd HEPES contindnd surfactant si glicerol.

PR Solutie de reconstituire a markerului HPV 1 flacon
Succinat solutie tamponata contindnd < 5% detergent.

S Reactiv de selectie HPV 1 flacon
Solutie tamponaté borat 600 mM contindnd surfactant.

TCR Reactiv de captura a analitului HPV 1 flacon
Acid nucleic ne-infectios in solutie tamponaté continéand faza
solida (< 0,5 mg/mi).

Coliere reconstituire 3

Fisa cu coduri de bare a lotului principal 1 fisa
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Cutie calibratori Aptima HPV (Nr. Cat. 302554)
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate
PCAL Calibrator pozitiv HPV 5 flacoane
Transcriptie in vitro HPV 16 ne-infectioasé la 1.000 de copii
per ml in solutie tamponata contindnd < 5% detergent.
NCAL  calibrator negativ HPV 5 flacoane
Solutie tamponata contindnd < 5% detergent.
Cutie controale Aptima HPV (Nr. Cat. 302556)
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)
Simbol Componenta Cantitate
PC Control pozitiv HPV 5 flacoane
Celule de cultura lizate inactivate HPV negative si HPV
pozitive la 25 de celule per ml in solutie tamponata
contindnd < 5% detergent.
NC Control negativ HPV 5 flacoane

Celule de cultura lizate inactivate HPV negative in solutie
tamponata contindnd < 5% detergent.

Materiale necesare dar disponibile separat

Nota: Materialele disponibile de la Hologic au numerele de catalog notate, cu exceptia cazului in care
se specifica in mod diferit.

Nr. Cat.
Analizor Tigris DTS 105118
Trusa lichide pentru testare Aptima 302382
(Solutie de spélare Aptima, Solutie-tampon Aptima pentru lichidul
de dezactivare si reactiv ulei Aptima)
Trusa Aptima Auto Detect 301048
Trusa conservant fluid de sistem Aptima 302380

Varfuri, 1.000 yl conductive, detectoare de lichid
Trusa procesare Analizor Tigris DTS

10612513 (Tecan)
301191

Unitati multi-tub (MTU) 104772-02
Pungé de reziduuri pentru varfuri MTU 900907
Deflectoare de reziduuri MTU 900931
Capace de reziduuri MTU 1056523
Trusa de transfer esantion Aptima 301154C
Trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale Aptima 302657
Capace penetrabile Aptima 105668
Capace inlocuitoare nepenetrabile 103036A
Capace de rezerva pentru solutiile de reconstituire a reactivului
de amplificare si a reactivului pentru marker CL0041
Capace de rezerva pentru solutia de reconstituire a reactivului enzimatic 501616
Capace de rezerva pentru TCR si reactivul de selectie CL0040

Clor, hipoclorit de sodiu solutie de minim 5% sau 0,7 M
Apa pentru Analizorul Tigris DTS

Consultati Manualul operatorului pentru Analizorul Tigris DTS pentru specificatii
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Manusi de unica folosinta —
Trusa solutie de transfer Aptima (doar pentru esantioanele SurePath) 303658

Materiale optionale
Nr. Cat.
Intaritor de clor pentru curatare 302101

Procedura de testare cu analizorul Tigris DTS

Nota: Consultati Manualul operatorului pentru Analizorul Tigris DTS pentru informatii de
procedurd suplimentare privind Analizorul Tigris DTS.

A. Pregatirea zonei de lucru

Curatati suprafetele de lucru unde vor fi pregatiti reactivii si esantioanele. Stergeti suprafetele
de lucru cu solutie de hipoclorit de sodiu intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M). Lasati
solutia de hipoclorit de sodiu sa intre in contact cu suprafetele timp de cel putin 1 minut iar
apoi clatiti cu apa. Nu lasati solutia de hipoclorit de sodiu sa& se usuce. Acoperiti suprafata
mesei pe care vor fi pregatiti reactivii si esantioanele cu folii de protectie pentru masa de
laborator captusite cu plastic, absorbante, curate.

B. Pregatirea reactivului unei noi truse

Nota: Reconstituirea reactivului trebuie efectuata inainte de inceperea oricaror activitéati
cu Analizorul Tigris DTS.

1. Pentru a reconstitui reactivii de amplificare, enzimatici si ai markerului, combinati
recipientele de reactiv liofilizat cu solutia de reconstituire. Daca au fost pastrate la
frigider, lasati solutiile de reconstituire sa ajunga la temperatura camerei inainte de
utilizare.

a. Imperecheatifiecare solutie de reconstituire cu reactivul sau liofilizat. Asigurati-va c&
solutia de reconstituire si reactivul liofilizat au etichete de aceeasi culoare inainte de
a monta colierul de reconstituire.

b. Verificati numerele de lot de pe Fisa cu coduri de bare a lotului principal pentru a va
asigura ca reactivii sunt imperecheati corect.

c. Deschideti flaconul de reactiv liofilizat si introduceti cu fermitate capatul crestat al
colierului de reconstituire in apertura flaconului (Figura 2, Etapa 1).

d. Deschideti solutia de reconstituire ce ii corespunde si asezati capacul pe o
suprafata de lucru curata, protejata.

e. Tinand recipientul de solutie pe masa, introduceti cu fermitate celalalt capat al
colierului de reconstituire in apertura recipientului (Figura 2, Etapa 2).

f. Tntoarceti cu atentie ansamblul format din recipiente. Lasati solutia s& se scurga din
recipient in flaconul de sticla (Figura 2, Etapa 3).

g. Raotiti usor solutia in recipient pentru a se amesteca complet. Evitati crearea spumei
in timpul rotirii recipientului (Figura 2, Etapa 4).

h. Asteptati ca reactivul liofilizat sa se constituie in solutie, apoi intoarceti ansamblul
format din recipiente, inclinand la un unghi de 45° pentru a minimiza crearea spumei
(Figura 2, Etapa 5). Lasati sa se scurga tot lichidul inapoi in recipientul de plastic.
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k.

Scoateti colierul de reconstituire si flaconul de sticla (Figura 2, Etapa 6).

Puneti din nou capacul la recipientul de plastic. inregistrati initialele operatorului
si data reconstituirii pe toate flacoanele de reactiv reconstituit (Figura 2, Etapa 7).

Eliminati colierul de reconstituire si flaconul de sticla (Figura 2, Etapa 8).

Avertisment: Evitati crearea spumei in timpul reconstituirii reactivilor. Spuma compromite
functia de detectare a nivelului la Analizorul Tigris DTS.
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Figura 2. Procesul de reconstituire la Analizorul Tigris DTS

2. Pregatiti reactivul de captare a analitului de lucru (WTCR):

a.
b.

Imperecheati recipientele corespunzatoare de TCR si Cl.

Verificati numerele de lot ale reactivului de pe Fisa cu coduri de bare a lotului
principal pentru a va asigura ca reactivii din trusa sunt imperecheati corect.

Deschideti recipientul de TCR si asezati capacul pe o suprafata de lucru curata,
protejata.

Deschideti recipientul de CI si turnati intregul continut in sticla de TCR. Este de
asteptat ca in flaconul de Cl sa raméana o cantitate mica de lichid.

Puneti capacul la recipientul de TCR si rotiti usor solutia pentru a amesteca
continutul. Evitati crearea spumei pe parcursul acestei etape.

Inregistrati initialele operatorului si data curenta pe eticheta.
Eliminati recipientul de CI si capacul.

In WTCR se poate forma precipitat, ceea ce ar putea conduce la rezultate invalide
din cauza erorilor de verificare a volumului. Precipitatul poate fi dizolvat prin
incalzirea wTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de maxim 90 de minute.
Lasati WTCR sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu
utilizati daca precipitatul persista.

3. Pregatiti reactivul de selectie

a.

b.

Verificati numarul de lot al reactivului de pe Fisa cu coduri de bare a lotului principal
pentru a va asigura ca acesta corespunde trusei.

In cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie
la 60 °C £ 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea
precipitatului. Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati
reactivul de selectie sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare.
Nu utilizati daca precipitatul sau aspectul tulbure persista.

Nota: Amestecati complet intorcand usor toti reactivii inainte de incércarea in analizor.
Evitati crearea spumei pe parcursul intoarcerii reactivilor.
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C. Pregatirea reactivului pentru reactivi reconstituiti anterior

1.

2.

Reactivii de amplificare, enzimatici, ai markerului reconstituiti anterior trebuie sa atinga
temperatura camerei (intre 15 °C si 30 °C) inainte de inceperea testarii.

In cazul in care reactivul pentru marker reconstituit contine precipitat care nu se
constituie in solutie la temperatura camerei, incalziti la o temperatura care sa nu
depaseasca 60 °C timp de 1 pana la 2 minute. Nu utilizati daca precipitatul sau aspectul
tulbure este prezent.

Daca wTCR contine precipitat, incalziti wTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de
maxim 90 de minute. Lasati WTCR sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de
utilizare. Nu utilizati daca precipitatul persista.

in cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie la
60 °C £ 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea precipitatului.
Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati reactivul de selectie sa
se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu utilizati daca precipitatul
sau aspectul tulbure persista.

Amestecati cu atentie fiecare reactiv prin intoarcere usoara Tnainte de incarcarea in
analizor. Evitati crearea spumei pe parcursul intoarcerii reactivilor.

Nu umpleti recipientele de reactiv la supraplin. Analizorul Tigris DTS va recunoaste si
respinge recipientele care au fost umplute la refuz.

D. Manipularea probelor

1.

2.
3.

Lasati probele (calibratori, controale si esantioane) sa atinga temperatura camerei
fnainte de procesare.

Nu vortexati probele.

Esantioanele pentru citologie in mediu lichid SurePath trebuie tratate cu proteinaza K
inainte de testarea cu Aptima HPV Assay, conform instructiunilor din Recoltarea si
depozitarea esantioanelor Sectiunea C.

Inspectati tuburile de proba inainte de a le incarca in stativ. Daca un tub de proba
prezinta bule sau are un volum mai scazut fatd de media observata, centrifugati tubul
timp de 5 minute la 420 RCF pentru a va asigura ca nu exista lichid in capac.

Nota: Neefectuarea pasului 4 poate avea ca rezultat varsarea de lichid din capacul
tubului pentru probe.

E. Pregatirea analizorului

Configurati instrumentul si fisa de lucru conform instructiunilor din Manualul operatorului
pentru Analizorul Tigris DTS si sectiunii Note de procedura de mai jos.

Note de procedura
A. Calibratori

1.

2.

Fiecare fisa de lucru trebuie sa contina céate 3 replicate din calibratorul negativ si
respectiv calibratorul pozitiv. Pentru a functiona corect cu software-ul de Aptima HPV
Assay, calibratorul negativ trebuie sa se afle in prima pozitie de tuburi din primul stativ
de pe fisa de lucru iar calibratorul pozitiv trebuie s& se afle in pozitia a doua de tuburi din
primul stativ de pe fisa de lucru.

Incercarea de a pipeta mai mult de trei replicate dintr-un tub pentru calibrator poate
conduce la erori de volum insuficient.
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B. Controale

1. Software-ul Aptima HPV Assay necesita inceperea si finalizarea controalelor de
procesare. Controlul negativ trebuie sa se afle in pozitia a treia de tuburi din primul
stativ si in pozitia penultima de tuburi din ultimul stativ de pe fisa de lucru. Controlul
pozitiv trebuie sa se afle in pozitia a patra de tuburi din primul stativ si in ultima pozitie
de tuburi din ultimul stativ de pe fisa de lucru.

2. Incercarea de a pipeta mai mult de o singuré data dintr-un tub pentru control poate
conduce la erori de volum insuficient.

C. Temperatura
Temperatura camerei este definita intre 15 °C si 30 °C.
D. Pudrarea manusilor

Ca in orice sistem de reactiv, talcul in exces pe manusi poate conduce la contaminarea
tuburilor deschise. Sunt recomandate manusile nepudrate.
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Analizorul Panther

Mai jos sunt enumerati reactivii pentru Aptima HPV Assay pentru Analizorul Panther. Alaturi
de numele reactivului sunt notate si simbolurile de identificare a reactivilor.

Reactivi si materiale furnizate
Trusa Aptima HPV Assay, 250 teste, Nr. Cat. 303093 (3 cutii)

Trusa Aptima HPV Assay, 100 teste, Nr. Cat. 302929 (3 cutii)

Calibratorii pot fi achizitionati separat. Consultati numerele de catalog separate de mai jos.

Cutie frigorifica Aptima HPV
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

A Reactiv de amplificare HPV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponaté
contindnd < 5% agent de expandare.

E Reactiv enzimatic HPV 1 flacon
Transcriptazd inversa si polimeraza ARN uscaté in solutie
tamponatd HEPES contindnd < 10% reactiv de expandare.

P Reactiv pentru marker HPV 1 flacon
Markeri ADN chemiluminescent ne-infectiosi (< 500 ng/flacon)
uscati in succinat solutie tamponatéa continand < 5% detergent.

IC Reactiv de control intern HPV 1 flacon
Transcriptie ARN ne-infectioaséa in solutie tamponaté ce
contine < 5% detergent.

Cutie Aptima HPV la temperatura camerei
(depozitati la temperatura camerei, intre 15 °C si 30 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

AR Solutie de reconstituire pentru amplificarea HPV 1
Solutie apoaséd contindnd conservanti.

ER Solutie de reconstituire a enzimei HPV 1
Solutie tamponatd HEPES contindnd surfactant si glicerol.

PR Solutie de reconstituire a markerului HPV 1
Succinat solutie tamponaté continand < 5% detergent.

S Reactiv de selectie HPV 1

Solutie tamponata borat 600 mM contindnd surfactant.

TCR Reactiv de captura a analitului HPV 1
Acid nucleic ne-infectios in solutie tamponaté continand faza
solida (< 0,5 mg/mi).

Coliere reconstituire 3

Fisa cu coduri de bare a lotului principal 1 fisa
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Cutie calibratori Aptima HPV (Nr. Cat. 302554)
(depozitati intre 2 °C si 8 °C in momentul primirii)

Simbol Componenta Cantitate

PCAL Calibrator pozitiv HPV 5 flacoane
Transcriptie in vitro HPV 16 ne-infectioasa la 1.000 de copii
per ml in solutie tamponata contindnd < 5% detergent.

NCAL  calibrator negativ HPV 5 flacoane
Solutie tamponata contindnd < 5% detergent.

Materiale necesare dar disponibile separat

Nota: Materialele disponibile de la Hologic au numerele de catalog notate, cu exceptia cazului in care
se specifica in mod diferit.

Nr. Cat.

Analizor Panther 303095
Trusa procesare Analizor Panther 303096

Trusa lichide pentru testare Aptima 303014

(Solutie de spélare Aptima, Solutie-tampon Aptima pentru lichidul
de dezactivare si reactiv ulei Aptima)

Trusa Aptima Auto Detect 303013

Unitati multi-tub (MTU) 104772-02

Trusé pungi de reziduuri Panther 902731

Capac cos reziduuri Panther 504405
Varfuri, 1.000 pl conductive, detectoare de lichid 10612513 (Tecan)
Trusa de transfer esantion Aptima 301154C
Trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale Aptima 302657
Capace penetrabile Aptima 105668
Capace inlocuitoare nepenetrabile 103036A
Capace de rezerva pentru 250 de truse de testare:

Solutiile de reconstituire a reactivului de amplificare si a reactivului pentru marker CL0041

Solutia de reconstituire a reactivului enzimatic 501616

TCR si reactivul de selectie CL0040
Capace de rezerva pentru 100 de truse de testare:

Solutiile de reconstituire a reactivului de amplificare si a reactivului pentru marker CL0041

Solutia de reconstituire a reactivului enzimatic CL0041

TCR si reactivul de selectie 501604
Clor, hipoclorit de sodiu solutie de minim 5% sau 0,7 M —
Manusi de unica folosinta —
Trusa solutie de transfer Aptima (doar pentru esantioanele SurePath) 303658

Materiale optionale
Nr. Cat.

Intaritor de clor pentru curatare 302101
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Procedura de testare cu analizorul Panther

Nota: Consultati Manualul operatorului pentru Analizorul Panther pentru informatii de
procedura suplimentare privind Analizorul Panther.

A. Pregatirea zonei de lucru

Curatati suprafetele de lucru unde vor fi pregatiti reactivii si esantioanele. Stergeti suprafetele
de lucru cu solutie de hipoclorit de sodiu intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M). Lasati
solutia de hipoclorit de sodiu sa intre in contact cu suprafetele timp de cel putin 1 minut iar
apoi clatiti cu apa. Nu lasati solutia de hipoclorit de sodiu sa se usuce. Acoperiti suprafata
mesei pe care vor fi pregatiti reactivii si esantioanele cu folii de protectie pentru masa de
laborator captusite cu plastic, absorbante, curate.

B. Pregatirea reactivului unei noi truse

Nota: Reconstituirea reactivului trebuie efectuata inainte de inceperea oricaror activitéati
cu Analizorul Panther.

1. Pentru a reconstitui reactivii de amplificare, enzimatici si ai markerului, combinati
recipientele de reactiv liofilizat cu solutia de reconstituire. Daca au fost pastrate la
frigider, lasati solutiile de reconstituire sa ajunga la temperatura camerei inainte de
utilizare.

a. Imperecheatifiecare solutie de reconstituire cu reactivul sau liofilizat. Asigurati-va c&
solutia de reconstituire si reactivul au etichete de aceeasi culoare inainte de a
monta colierul de reconstituire.

b. Verificati numerele de lot de pe Fisa cu coduri de bare a lotului principal pentru a va
asigura ca reactivii sunt imperecheati corect.

c. Deschideti flaconul de reactiv liofilizat si introduceti cu fermitate capatul crestat al
colierului de reconstituire in apertura flaconului (Figura 3, Etapa 1).

d. Deschideti solutia de reconstituire ce ii corespunde si asezati capacul pe o
suprafata de lucru curata, protejata.

e. Tinand recipientul de solutie pe masa, introduceti cu fermitate celalalt capat al
colierului de reconstituire in recipient (Figura 3, Etapa 2).

f. Intoarceti cu atentie ansamblul format din recipiente. Lasati solutia s& se scurga din
recipient in flaconul de sticla (Figura 3, Etapa 3).

g. Raotiti usor solutia in recipient pentru a se amesteca complet. Evitati crearea spumei
in timpul rotirii recipientului (Figura 3, Etapa 4).

h. Asteptati ca reactivul liofilizat sa se constituie in solutie, apoi intoarceti ansamblul
format din recipiente, inclinand la un unghi de 45° pentru a minimiza crearea spumei
(Figura 3, Etapa 5). Lasati sa se scurga tot lichidul inapoi in recipientul de plastic.

i. Scoateti colierul de reconstituire si flaconul de sticla (Figura 3, Etapa 6).

j- Puneti din nou capacul la recipientul de plastic. inregistrat,i initialele operatorului
si data reconstituirii pe toate flacoanele de reactiv reconstituit (Figura 3, Etapa 7).

k. Eliminati colierul de reconstituire si flaconul (Figura 3, Etapa 8).
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Avertisment: Evitati crearea spumei in timpul reconstituirii reactivilor. Spuma compromite
functia de detectare a nivelului la Analizorul Panther.

"\/4 ™

L
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Figura 3. Procesul de reconstituire la Analizorul Panther

2. Pregatiti reactivul de captare a analitului de lucru (WTCR):

a.
b.

imperecheati recipientele corespunzatoare de TCR si Cl.

Verificati numerele de lot ale reactivului de pe Fisa cu coduri de bare a lotului
principal pentru a va asigura ca reactivii din trusa sunt imperecheati corect.

Deschideti recipientul de TCR si asezati capacul pe o suprafata de lucru curata,
protejata.

Deschideti recipientul de Cl si turnati intregul continut in sticla de TCR. Este

de asteptat ca in flaconul de Cl sa raméana o cantitate mica de lichid.

Puneti capacul la recipientul de TCR si rotiti usor solutia pentru a amesteca
continutul. Evitati crearea spumei pe parcursul acestei etape.

inregistrati initialele operatorului si data curenta pe eticheta.
Eliminati recipientul de CI si capacul.

In WTCR se poate forma precipitat, ceea ce ar putea conduce la rezultate invalide
din cauza erorilor de verificare a volumului. Precipitatul poate fi dizolvat prin
incalzirea wTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de maxim 90 de minute.
Lasati WTCR sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu
utilizati daca precipitatul persista.

3. Pregatiti reactivul de selectie

a.

b.

Verificati numarul de lot al reactivului de pe Fisa cu coduri de bare a lotului principal
pentru a va asigura ca acesta corespunde trusei.

In cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie
la 60 °C = 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea
precipitatului. Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati
reactivul de selectie sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare.
Nu utilizati daca precipitatul sau aspectul tulbure persista.

Nota: Amestecati complet intorcand usor toti reactivii inainte de incarcarea in analizor.
Evitati crearea spumei pe parcursul intoarcerii reactivilor.
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C. Pregatirea reactivului pentru reactivi reconstituiti anterior

1.

2.

Reactivii de amplificare, enzimatici, ai markerului reconstituiti anterior trebuie sa atinga
temperatura camerei (intre 15 °C si 30 °C) inainte de inceperea testarii.

In cazul in care reactivul pentru marker reconstituit contine precipitat care nu se
constituie in solutie la temperatura camerei, incalziti la o temperatura care sa nu
depaseasca 60 °C timp de 1 pana la 2 minute. Nu utilizati daca precipitatul sau aspectul
tulbure este prezent.

Daca wTCR contine precipitat, incalziti wTCR la temperaturi intre 42 °C si 60 °C timp de
maxim 90 de minute. Lasati WTCR sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de
utilizare. Nu utilizati daca precipitatul persista.

in cazul in care reactivul de selectie prezinta precipitat, incalziti reactivul de selectie la
60 °C £ 1 °C timp de maxim 45 de minute pentru a facilita dizolvarea precipitatului.
Amestecati usor recipientul la fiecare 5 pana la 10 minute. Lasati reactivul de selectie
sa se echilibreze la temperatura camerei inainte de utilizare. Nu utilizati daca
precipitatul sau aspectul tulbure persista.

Amestecati cu atentie fiecare reactiv prin intoarcere usoara Tnainte de incarcarea in
analizor. Evitati crearea spumei pe parcursul intoarcerii reactivilor.

Nu umpleti recipientele de reactiv la supraplin. Analizorul Panther va recunoaste si
respinge recipientele care au fost umplute la refuz.

D. Manipularea probelor

1.

2.
3.

Lasati probele (calibratori si esantioane) sa atinga temperatura camerei inainte de
procesare.

Nu vortexati esantioanele.

Inspectati tuburile de proba inainte de a le incarca in stativ. Daca un tub de proba
prezinta bule sau are un volum mai scazut fatd de media observata, centrifugati tubul
timp de 5 minute la 420 RCF pentru a va asigura ca nu exista lichid in capac.

Nota: Neefectuarea pasului 3 poate avea ca rezultat varsarea de lichid din capacul
tubului pentru probe.

E. Pregatirea analizorului

1.

2.

Configurati analizorul conform instructiunilor din Manualul operatorului pentru Analizorul
Panther si sectiunii Note de procedura de mai jos. Asigurati-va ca sunt folosite stative
de reactivi si adaptoare TCR de dimensiunile adecvate.

Incarcati probele.

Note de procedura
A. Calibratori

1.

Pentru a functiona corect cu software-ul Aptima HPV Assay la Analizorul Panther, sunt
necesare trei replicate ale calibratorului pozitiv si trei replicate ale calibratorului negativ.
Cate un flacon din fiecare calibrator poate fi incarcat in orice pozitie din stativ de pe
oricare compartiment de turbioprobe in cadrul Analizorului Panther. Pipetarea
esantionului va incepe Tn momentul n care este indeplinitad una din cele doua conditii
de mai jos:
a. Analizorul se afla in curs de procesare a unui calibrator pozitiv si a unui calibrator
negativ.

b. Analizorul inregistreaza rezultate valide pentru calibratori.
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2. In momentul in care tuburile pentru calibrator au fost pipetate si sunt in curs de
procesare pentru o anumita trusa de reactivi, esantioanele pot fi procesate cu trusa
de reactivi de dozare asociata timp de maxim 24 de ore, cu exceptia cazului in care:

a. Calibratorii sunt invalizi.
b. Trusa de reactivi de dozare asociata este scoasa din analizor.
c. Trusa de reactivi de dozare asociata a depasit limitele de stabilitate.

3. Tncercarea de a pipeta mai mult de trei replicate dintr-un tub pentru calibrator poate
conduce la erori de procesare.

B. Temperatura
Temperatura camerei este definita intre 15 °C si 30 °C.

C. Pudrarea manusilor
Ca in orice sistem de reactiv, talcul in exces pe manusi poate conduce la contaminarea
tuburilor deschise. Sunt recomandate manusile nepudrate.
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Proceduri de control al calitatii

A

Criterii de validitate a procesarii

Software-ul determina in mod automat validitatea procesarii. Software-ul va invalida
0 procesare in oricare din urmatoarele conditii:

* Mai mult de un replicat de calibrator negativ invalid.

* Mai mult de un replicat de calibrator pozitiv invalid.

» Un control negativ invalid (doar pentru Analizoare DTS si Analizor Tigris DTS).
* Un control pozitiv invalid (doar pentru Analizoare DTS si Analizor Tigris DTS).

Procesarea poate fi invalidatéd de catre operator daca sunt observate si raportate dificultati
de ordin tehnic, legate de operator sau instrument pe parcursul derularii testarii.

Procesarea invalida trebuie repetata. Procesarile intrerupte trebuie repetate.

Criterii de acceptabilitate a calibratorului
Tabelul de mai jos precizeaza criteriile RLU pentru replicatele calibratorului negativ si pozitiv.

Calibrator negativ
Analit| 20 si<45.000 RLU
Cll 2 75.000 si < 400.000 RLU

Calibrator pozitiv
Analit| =480.000 si < 1.850.000 RLU
Cl| <450.000 RLU

Calculul pragului pentru ClI
Pragul pentru Cl este determinat in baza semnalului CI (intermitent) de la replicatele valide
ale calibratorului negativ.

Pragul pentru Cl = 0,5 x [media RLU CI de la replicatele valide ale calibratorului negativ]

Calculul pragului pentru analit

Pragul pentru analit este determinat in baza semnalului pentru analit (stabil) de la replicatele
valide ale calibratorului negativ, precum si a semnalului pentru analit de la replicatele valide
ale calibratorului pozitiv.

[media RLU analit de la replicatele valide ale calibratorului negativ] +
Pragul pentru analit = [0,09 x media RLU analit de la replicatele valide ale calibratorului
pozitiv]

Calcularea raportului semnal/prag (S/P) al analitului
S/CO al analitului este determinat din RLU analit al probei de testare si pragul pentru analit
pentru procesarea in cauza.

RLU analit proba de testare
prag pentru analit

S/CO pentru analit =

Criterii de acceptabilitate a controlului (doar pentru Analizoare DTS si Analizor Tigris DTS)

Controlul negativ trebuie sa aiba un rezultat negativ valid (RLU CI = prag Cl si S/CO
analit < 0,50). Controlul pozitiv trebuie sa aiba un rezultat pozitiv valid (S/CO analit = 0,50).
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Interpretarea testului

Rezultatele testarii sunt determinate automat de catre software-ul de testare. Un rezultat poate
fi negativ, pozitiv sau invalid, in functie de RLU al CI si S/CO pentru analit. Un rezultat poate
fi invalid si din cauza altor parametri (forma anormala a curbei cinetice) care sunt in afara
intervalelor normale asteptate. Un test cu rezultat invalid initial trebuie repetat.

Esantioanele trusei CSCT Aptima pot fi diluate pentru a devansa substantele cu potential
inhibitor. Diluati 1 parte de esantion invalid in 8 parti de mediu de transport al esantionului
(solutia din tuburile trusei CSCT) - de exemplu, 560 pl de esantion intr-un nou tub din trusa
CSCT care contine 4,5 ml de mediu de transport al esantionului. Intoarceti usor esantionul
diluat pentru a se amesteca; evitati crearea spumei. Testati esantionul diluat conform
procedurii standard de testare.

Nota: Este necesar un volum minim de 1,7 ml pentru a testa 1 alicot din proba. Nu diluati
un esantion diluat invalid. In cazul in care un esantion diluat produce un rezultat invalid,
trebuie obtinut un egsantion nou de la pacient.

Rezultatul
Aptima HPV Criterii
Assay
S/CO analit < 0,50
Negativ Cl z Prag ClI
Cl < 2.000.000 RLU
S/CO analit 2 0,50
Pozitiv Cl < 2.000.000 RLU
Analit £ 13.000.000 RLU
Cl > 2.000.000 RLU
sau
Invalid S/CO analit < 0,50 si Cl < Prag Cl
sau
Analit > 13.000.000 RLU
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Limitari

A

Nu au fost evaluate alte tipuri de esantioane in afara celor identificate in cadrul
destinatiei de utilizare.

Performanta Aptima HPV Assay nu a fost evaluata in cazul pacientilor vaccinati anti-HPV.

Aptima HPV Assay nu a fost evaluat in cazuri de suspiciuni de abuz sexual.

D. Prevalenta infectiei cu HPV in cadrul unei populatii poate afecta performanta. Valorile

predictive pozitive scad in cazul testarii populatiilor cu prevalenta scazuta sau la subiectii
care nu prezinta risc de infectare.

Esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep ce contin mai putin de 1 ml dupa
pregatirea lamei pentru testul Papanicolau ThinPrep sunt considerate inadecvate pentru
Aptima HPV Assay.

Scoaterea a 1 ml dintr-un esantion pentru citologie Th mediu lichid SurePath Tnhainte de
procesarea citologica nu a fost evaluata pentru a determina impactul asupra rezultatului
citologiei.

Rezultatele testarii pot fi afectate de o recoltare, depozitare sau procesare incorecta
a esantionului.

. Controlul intern monitorizeaza etapele de captura a analitului, de amplificare si de detectie ale

testului, nu are menirea de a controla conformitatea recoltarii cervicale.

Un rezultat Aptima HPV assay negativ nu exclude posibilitatea existentei unor
anormalitati citologice sau a CIN2, CIN3 (neoplazie intraepiteliala cervicala) sau a
cancerului in forme ascunse.

Lubrifiantii de uz intim ce contin Polyquaternium 15 pot afecta performanta testului atunci
cand sunt prezenti in concentratii mai mari de 0,025% (v/v sau w/v) intr-o proba de
testare.

Medicamentele antifungice ce contin tioconazol pot afecta performanta testului atunci
cand sunt prezenti in concentratii mai mari de 0,075% (w/v) intr-o proba de testare.

Aptima HPV Assay asigura rezultate calitative. Prin urmare, nu poate fi obtinuta o
corelatie intre amplitudinea unui semnal de testare pozitiv si expresia nivelului de mRNA
intr-un esantion.

. Detectarea de mRNA HPV de risc inalt depinde de numarul de copii prezente in esantion

si poate fi afectatd de metodele de recoltare a esantionului, factori ce tin de pacient,
stadiul infectarii si prezenta substantelor perturbatoare.

Infectarea cu HPV nu este un indicator de HSIL (leziune intraepiteliala scuamoasa de
grad inalt) citologic sau de CIN de grad ridicat, si nici nu semnaleaza dezvoltarea viitoare
de CIN2, CIN3 sau cancer. Majoritatea femeilor infectate cu unul sau mai multe tipuri de
HPV de risc ridicat nu dezvoltda CIN2, CIN3 sau cancer.

Nu au fost evaluate efectele altor variabile potentiale cum ar fi scurgeri vaginale, utilizarea
tampoanelor, spalaturi vaginale etc. si variabile ce tin de recoltarea esantioanelor.

Utilizarea acestui produs trebuie limitata la personalul instruit in utilizarea Aptima
HPV assay.
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Q. Contaminarea incrucisatd a probelor poate conduce la aparitia unor rezultate fals
pozitive. Rata de transfer a Aptima HPV Assay in Analizorul Tigris DTS a fost stabilita
in cadrul unui studiu non-clinic la 0,3%.

R. Aptima HPV Assay trebuie interpretat impreuna cu alte date clinice si de laborator aflate
la dispozitia medicului.

S. Acest test poate produce rezultate fals pozitive. Transcriptiile in vitro de la genotipurile
HPV de risc scazut 26, 67, 70 si 82 au demonstrat o reactivitate incrucisata cu Aptima
HPV Assay.

T. Materialul de control pozitiv nu are menirea de a monitoriza performanta la pragul
de testare.
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Performanta testului cu Analizoarele DTS

Aptima HPV Assay Performanta clinica cu esantioanele pentru citologie in mediu
lichid ThinPrep

Au fost recoltate peste 700 de esantioane pentru citologie Th mediu lichid ThinPrep de la femei
din Europa care au primit recomandare de urmarire din urmatoarele motive: unul sau mai
multe teste Papanicolau anormale, o infectie HPV sau altele. Un mililitru (1,0 ml) din fiecare
esantion a fost diluat Tn 2,9 ml de mediu de transport al esantioanelor Aptima si un singur
replicat a fost testat cu Aptima HPV Assay. Pentru majoritatea esantioanelor au fost disponibile
rezultate citologice, histologice si ale unui test ADN HPV disponibil pe piatd (HPV ADN).
Statutul de HPV de risc inalt al fiecarui esantion a fost stabilit prin concordanta intre testul
Aptima si cel HPV DNA disponibil pe piata si prin analiza suplimentara a esantioanelor

cu rezultate discordante aplicand un test de genotipare a DNA amplificat. A fost stabilita
sensibilitatea si specificitatea la detectarea acidului nucleic HPV. Au fost de asemenea
calculate sensibilitatea si specificitatea clinicad pentru detectarea bolii, definita ca neoplazie
intraepiteliala cervicala (CIN) 2 sau un rezultat histologic mai accentuat, pentru intreaga
populatie de esantioane precum si subseturile specifice in baza rezultatelor citologice.

Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay pentru detectia HPV de risc Tnalt este
ilustratd n Tabel 1 pentru cele 781 de esantioane testate in Analizoarele DTS. Sensibilitatea
testului a fost de 92,6%, specificitatea a fost de 98,5%, iar valorile predictive pozitive si
negative pentru detectia HPV de risc inalt au fost de 98,8% si respectiv 90,9%.

Tabel 1: Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay pe Analizoarele DTS pentru detectia HPV
de risc inalt

HPV de risc inalt
+ - Total
+ 412 5 417
Aptima HPV
33 331 364
Total 445 336 781

Sensibilitate (Cl de 95%) = 92,6% (89,8 - 94,7)
Specificitate (Cl de 95%) = 98,5% (96,6 - 99,4)
Valoare predictiva pozitiva = 98,8%
Valoare predictiva negativa = 90,9%

Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay pentru detectia 2CIN2 este ilustrata in
Tabel 2a pentru cele 753 de esantioane cu rezultate de histologie testate in Analizoarele
DTS. Sensibilitatea clinica a testului a fost de 90,8%, specificitatea a fost de 55,7%, iar
valorile predictive pozitive si negative pentru detectia 2CIN2 au fost de 32,1% si respectiv
96,3%. Sensibilitatea Aptima HPV Assay a fost similara cu cea a HPV-DNA, care a fost de
95,0% (Tabel 2b), dar specificitatea Aptima HPV assay a inregistrat valori semnificativ mai
ridicate fata de cele ale HPV-DNA, care au fost de 47,4% la aceasta populatie pentru
detectia leziunilor 2CIN2. Din cele 753 de esantioane cu rezultate de histologie, 159 au
prezentat un rezultat citologic ASCUS. Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay la
aceasta populatie a fost de 92,3% si respectiv 41,4% pentru detectia 2CIN2.

Analize similare au fost efectuate pentru criteriul final clinic 2CIN3. Sensibilitatea si
specificitatea clinica a Aptima HPV Assay pentru detectia 2CIN3 este ilustrata in Tabel 3a
pentru cele 753 de esantioane cu rezultate de histologie testate in Analizoarele DTS.
Sensibilitatea clinica a testului a fost de 97,7%, specificitatea a fost de 52,9%, iar valorile
predictive pozitive si negative pentru detectia 2CIN3 au fost de 21,3% si respectiv 99,4%.
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Din nou, sensibilitatea Aptima HPV Assay a fost similara cu cea a HPV-DNA, la care
sensibilitatea la detectia 2CIN3 a fost de 98,9% (Tabel 3b), iar specificitatea Aptima HPV Assay
a inregistrat valori semnificativ mai ridicate fata de cele ale HPV-DNA, care au fost de 44,4% la
aceasta populatie pentru detectia leziunilor 2CIN3. Din cele 753 de esantioane cu rezultate de
histologie, 159 au prezentat un rezultat citologic ASCUS. Sensibilitatea si specificitatea Aptima
HPV Assay la aceasta populatie a fost de 100% si respectiv 40,1% pentru detectia =CIN3.

Aceste rezultate, care au demonstrat o sensibilitate similara si specificitate semnificativ mai
ridicatd pentru Aptima HPV Assay comparativ cu detectia ADN de risc inalt, sunt similare cu
rezultatele obtinute in cadrul altor studii.? 2 23

Tabel 2a: Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay pe Analizoarele DTS pentru detectia
bolii (=CIN2)

2CIN2 <CIN2 Total

+ 128 271 399

Aptima HPV
- 13 341 354
Total 141 612 753

Sensibilitate (Cl de 95%) = 90,8% (84,9 - 94,5)
Specificitate (Cl de 95%) = 55,7% (51,8 - 59,6)
Valoare predictiva pozitiva = 32,1%
Valoare predictiva negativa = 96,3%

Tabel 2b: Sensibilitatea si specificitatea testului HPV-DNA pentru detectia bolii (=CINZ2)

2CIN2 <CIN2 Total

+ 134 322 456

HPV-DNA
- 7 290 297
Total 141 612 753

Sensibilitate (Cl de 95%) = 95,0% (90,1 - 97,6)
Specificitate (Cl de 95%) = 47,4% (43,5 - 51,4)
Valoare predictiva pozitiva = 29,4%
Valoare predictiva negativa = 97,6%

Tabel 3a: Sensibilitatea si specificitatea Aptima HPV Assay pe Analizoarele DTS pentru detectia
bolii (=CIN3)

2CIN3 <CIN3 Total

+ 85 314 399

Aptima HPV
- 2 352 354
Total 87 666 753

Sensibilitate (Cl de 95%) = 97,7% (92,0 - 99,4)
Specificitate (Cl de 95%) = 52,9% (49,1 - 56,6)
Valoare predictiva pozitiva = 21,3%
Valoare predictiva negativa = 99,4%
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Tabel 3b: Sensibilitatea si specificitatea testului HPV-DNA pentru detectia bolii (ZCIN3)

=CIN3 <CIN3 Total

+ 86 370 456

HPV-DNA
1 296 297
Total 87 666 753

Sensibilitate (Cl de 95%) = 98,9% (93,8 - 99,8)
Specificitate (Cl de 95%) = 44,4% (40,7 - 48,2)
Valoare predictiva pozitiva = 18,9%
Valoare predictiva negativa = 99,7%

Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu esantioanele de recoltare cervicala si
transport

Au fost recoltate esantioane pentru citologie Tn mediu lichid ThinPrep si esantioane din trusa
CSCT Aptima imperecheate de la 728 de subiecti. Un mililitru (1,0 ml) din fiecare esantion
pentru citologie Tn mediu lichid ThinPrep a fost diluat in 2,9 ml de mediu de transport al
esantioanelor Aptima si un singur replicat a fost testat cu Aptima HPV Assay pe Analizoarele
DTS. Un singur replicat din fiecare esantion CSCT a fost de asemenea testat cu Aptima
HPV Assay. A fost stabilit acordul procentual al Aptima HPV Assay intre esantioanele pentru
citologie Tn mediu lichid ThinPrep si esantioanele CSCT, si acesta este ilustrat in Tabel 4.

Acordul procentual pozitiv a fost de 95,1% (Cl de 95%: 91,6 - 97,2); acordul procentual negativ
a fost de 95,9% (CI de 95%: 93,7 - 97,3); iar acordul global a fost de 95,6% (Cl de 95%:
93,9 - 96,9). A fost observata o puternica legatura intre esantioanele pentru testul Papanicolau
in mediu lichid si cele din trusa de transport (kappa = 0,90).

Tabel 4: Acordul global al rezultatelor Aptima HPV Assay intre esantioanele pentru citologie Tn
mediu lichid ThinPrep si esantioanele CSCT Aptima testate pe Analizoarele DTS

Esantion pentru
citologie in mediu
lichid ThinPrep

+ - Total
+ 233 20 253
Esantion trusad CSCT Aptima
12 463 475
Total 245 483 728

Acord pozitiv = 95,1% (91,6 - 97,2)

Acord negativ = 95,9% (93,7 - 97,3)
Acord global = 95,6% (93,9 - 96,9)

Coeficient Kappa = 0,90
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Sensibilitatea analitica

Sensibilitatea analiticd a Aptima HPV Assay pentru detectia HPV de risc inalt a fost stabilita
prin testarea esantioanelor individuale pentru citologie in mediu lichid ThinPrep clinic
negative insamantate cu transcriptii HPV in vitro sau celule infectate cu concentratii variate.
Treizeci de replicate din fiecare nivel de copie au fost testate cu fiecare din cele doua loturi
de reactivi, in total 60 de replicate. A fost efectuatd analiza de regresie cu model probit si
a fost stabilité limita de detectie de 95% previzionata pentru fiecare tip de HPV (Tabel 5).

Analiza regresiei de model probit indica faptul ca HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 56, 58, 59,
66 si 68 a stabilit limite de detectie previzionate de 95% pe mai putin de 100 copii/reactie, iar
tipurile 51 si 52 au stabilit limite de detectie previzionate de 95% intre 100 si 300 copii/reactie.

Tabel 5: Limita de detectie previzionata de 95% a Aptima HPV Assay prin analiza probit a datelor pe

Analizoarele DTS

Analit Limita de detectie de 95%*
(limite de incredere 95%)

HPV 16 74 (54 - 113)

HPV 18 52 (39 - 76)

HPV 31 19 (14 - 27)

HPV 33 24 (18 - 37)

HPV 35 27 (22 - 38)

HPV 39 32 (23-49)

HPV 45 28 (17 - 90)

HPV 51 198 (147 - 289)

HPV 52 239 (187 - 324)

HPV 56 48 (36 - 71)

HPV 58 99 (74 - 146)

HPV 59 89 (68 - 127)

HPV 68 27 (20 - 40)

HPV 66 68 (50 - 105)

*copii per reactie pentru transcriptii in vitro si celule per reactie pentru linii celulare
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Reproductibilitatea testului

Reproductibilitatea Aptima HPV Assay a fost stabilita prin testarea a 16 membri ai panoului
in trei exemplare in cadrul a 2 procesari cu 2 loturi de reactivi, pe 3 instrumente, efectuate
de 3 operatori. Testarea a fost efectuata intr-un interval de 20 de zile intr-o unitate de
testare. Membrii panoului sunt descrisi in Tabel 6. Sase membri ai panoului au fost HPV-
negativi (3 cu medii de transport al esantionului Aptima si 3 cu esantioane pentru citologie
in mediu lichid ThinPrep comasate), patru cu rezultat HPV pozitiv scazut (limita de detectie
~95%), iar sase cu rezultat HPV pozitiv moderat (= ~ 3x limita de detectie de 95%). Membrii
panoului cu rezultat pozitiv scazut si moderat au fost inclusi fie in transcriptie in vitro (IVT),
fie cu celule de cultura infectate cu HPV in mediile de transport al esantionului Aptima.

Tabel 6: Panoul de reproductibilitate a Aptima HPV Assay

Membru al . . Rezultat HPV
panoului Descriere Concentratie anticipat
1 Lot STM 1 Nu este cazul Negativ
2 Pozitiv scazut SiHa 1 celula/reactie Pozitiv
3 Pozitiv scazut HelLa 0,15 celule/reactie Pozitiv
4 Lot probe clinice 1 Nu este cazul Negativ
5 Pozitiv moderat ME180 1 celula/reactie Pozitiv
6 Pozitiv moderat MS751 1 celula/reactie Pozitiv

10 celule/reactie &

7 Pozitiv moderat SiHa & HelLa 1 celula/reactie Pozitiv
8 Lot STM 2 Nu este cazul Negativ
9 Lot probe clinice 2 Nu este cazul Negativ
10 Pozitiv scazut IVT HPV 16 30 copii/reactie Pozitiv
1 Pozitiv scdzut IVT HPV 18 30 copii/reactie Pozitiv
12 Lot STM 3 Nu este cazul Negativ
13 Pozitiv moderat IVT HPV 16 100 copii/reactie Pozitiv
14 Pozitiv moderat IVT HPV 18 100 copii/reactie Pozitiv
15 Pozitiv moderat HPV 16 & HPV 18 100/100 copii/reactie Pozitiv
16 Lot probe clinice 3 Nu este cazul Negativ

Au fost analizate o mie opt puncte de date pentru fiecare membru al panoului de
reproductibilitate la Analizoarele DTS; rezultatele acestora sunt rezumate in Tabel 7.
Rezultatul pozitiv procentual pentru panourile negative s-a inscris intre 0 si 3,7, pozitiv scazut
s-a incadrat la = 98 iar pozitiv moderat a fost 100. Acordul cu rezultatul anticipat a fost

> 96% pentru toti membrii panoului.

A fost stabilit raportul S/CO mediu al Cl pentru cei 6 membri ai panoului cu teste negative
(1,4, 8,9, 12 si 16); a fost calculata variabilitatea intre instrumente, intre operatori, intre
loturi si intre procesari, precum si variabilitatea in cadrul procesarii. Raportul S/CO mediu al
Cl pentru membrii panoului cu teste negative s-a incadrat intre 1,76 si 1,92. Coeficientul de
variatie (CV) pentru valorile S/CO ale Cl a fost destul de scazut, < 10% pentru toti parametrii
evaluati. Variabilitatea valorilor S/CO ale analitului pentru membrii panoului cu teste negative
nu a fost analizata pentru membrii panoului cu teste negative din cauza variabilitatii inerente
arunci cand sunt observate valori de zero.

A fost stabilit raportul S/CO mediu al analitului pentru cei 10 membri ai panoului cu teste
pozitive (2 - 3, 5-7, 10 - 11 si 13 - 15); a fost calculata variabilitatea intre instrumente, intre
operatori, intre loturi si intre procesari, precum si variabilitatea in cadrul procesarii. Valorile
S/CO medii ale analitului s-au incadrat intre 9,00 si 10,70 pentru panourile cu teste pozitiv
scazute si intre 8,84 si 15,75 pentru panourile cu teste pozitiv moderate. Cei doi membri ai
panoului cu 2 tipuri de HPV de risc inalt, panoul 7 si 15, au prezentat valori S/CO medii ale
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analitului de 22,90 si respectiv 23,37. Coeficientii de variatie pentru membrii panoului cu test
pozitiv scazut si pozitiv moderat au fost < 35% si respectiv < 15%, cu variabilitatea cea mai

ridicatd in cadrul unei procesari. Valorile S/CO ale Cl nu au fost evaluate pentru membrii
panoului cu teste pozitive deoarece RLU CI nu ofera indicii cu privire la performanta unei
anumite reactii in cadrul unei probe pozitive de analit.

Tabel 7: Reproductibilitatea Aptima HPV Assay pe Analizoarele DTS

Analiza variabilitatii S/CO*

intre intre . intre in cadrul
S/CO mediu |instrumente| operatori | Intre loturi | procesari | procesarii Total
Membru al % cv cv cv cv cv cv
panoului Descriere N Pozitiv | Acord Cl Analit | SD | (%) | SD | (%) | SD (%) | SD (%) | SD (%) SD | (%)
1 Neg 108 0,0 100% 1,92 0,00 00 (00| 00]|15]|00]| 19| 00| 07| 01 58 | 0,1 | 63
2 Poz. scazut 108 99,1 98,1% N/A 1068 ( 03 | 26 | 00 | 00 | 04 | 41 | 00 | 0,0 | 20 | 190 | 2,1 | 19,6
3 Poz. scazut 108 100 99,1% N/A 1065 | 05 | 47 | 00 | 00 | 0,3 | 25 | 0,3 | 3,0 | 24 | 223 | 2,5 | 231
4 Neg 108 0,0 100% 1,80 0,00 00 (2100118 ] 00]|02]00]| 07| 01 66 | 0,1 | 7,2
5 Poz. moderat | 107" 100 100% N/A 8,84 02 | 1,8 | 01 08 (02|23 |00 00|06 ]|72]|07]78
6 Poz. moderat | 108 100 100% N/A 1575 | 04 | 24 | 04 | 266 | 11 70 | 01 09 (06 |39 | 14| 87
7 Poz. moderat | 107" 100 100% N/A 2290 | 07| 32| 00| 00| 00| 00]| 00| 00| 21 91 | 22 | 97
8 Neg 108 0,0 100% 1,85 0,00 00 (00| 00(|22]00]|11]00]|15] 01 6,1 01 | 68
9 Neg 108 3,7 96,3% 1,76 0,06 0,0 | 0,0 | 0,1 36 |00 |00 ]|O00{13]01 75 | 01 | 84
10 Poz. scazut 108 99,1 99,1% N/A 10,61 00 (00| 00]|O00]|O0O0]|O00]|O0O0]|O0]| 18168 18 | 168
1" Poz. scazut 108 98,1 98,1% N/A 9,04 00 (00| 04| 41|00 00|09 |100]| 29 |326]| 31 |343
12 Neg 108 0,0 100% 1,85 0,00 00| 00|00 |O00]|O00]|13|00]|10] 01 76 | 01 | 78
13 Poz. moderat | 108 100 100% N/A 10,99 | 0,1 14 | 01 08 (00 |02]|00]|O00]|O04]39]05]42
14 Poz. moderat | 108 100 100% N/A 1222 ( 03 | 26 | 00 | 00 | OO0 | O0 | O0 | O0 | 16 | 128 | 1,6 | 13,0
15 Poz. moderat | 108 100 100% N/A 2337 | 07 | 28|03 |15 |00 | 00| 01 06 | 25 |105| 26 | 11,0
16 Neg 108 0,9 99,1% 1,79 0,03 00 (23|00 17 ]00]|00]|O00]| 11] 01 75 | 01 | 81

*Analiza variabilitati S/CO al Cl pentru panourile negative (1
panourile pozitive (2, 3, 5, 6, 7, 10, 11, 13, 14, 15)
M reactie invalida nu a fost retestata
S/CO= raport semnal/prag

, 4, 8,9, 12, 16); analiza variabilitatii S/CO al analitului pentru

SD= deviatie standard

N/A= nu este cazul
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Reactivitate incrucisata

Specificitatea analitica a Aptima HPV Assay a fost evaluata cu mediul PreservCyt diluat in
mediul de transport al esantionului Aptima si insaméantat cu bacterii de cultura, drojdie sau
fungi, virusi de cultura sau transcriptii in vitro cu HPV de risc scazut. Sensibilitatea analitica
a fost evaluata cu acelasi panou insamantat cu o concentratie scazuta de celule SiHa
infectate cu HPV (1 celula per reactie). Organismele si concentratiile de testare sunt descrise
in Tabel 8. Nu a fost observat niciun efect asupra specificitatii sau sensibilitatii Aptima HPV
Assay cu niciunul din organismele testate.

Tabel 8: Panoul pentru specificitatea analitica

Concentratia

Concentratia

Organism de testare Organism de testare
Bacterii
Acinetobacter Iwoffii 1x10® CFU/ml Listeria monocytogenes 1x10® CFU/mlI
Actinomyces israelii 1x10® CFU/ml Micrococcus luteus 1x10® CFU/mlI
Alcaligenes faecalis 1x10® CFU/ml Mobiluncus curtisii 2x10” CFU/mlI
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/mlI
Bacteroides ureolyticus 1x10® CFU/ml Mycoplasma hominis 5x10” CFU/ml
Bifidobacterium adolescentis 1x10® CFU/ml Neisseria gonorrhoeae 1x10® CFU/mlI
B ‘ 1x10° CEU/m Neisseria gonorrhoeae' si 5x10° CFU/ml
Bifidobacterium breve Chlamydia trachomatis 1,5x104 TCID 50/ml
Campylobacter fetus-fetus 1x10°® CFU/ml Neisseria meningitidis 1x10°® CFU/mlI
Chlamydia trachomatis 2x10* TCID 50/ml Peptoniphilus lacrimalis 1x10® CFU/mlI
Clostridium difficile 6x10” CFU/mlI Peptostreptococcus anaerobius 1x10® CFU/mlI
Clostridium perfringens 1x10® CFU/ml Propionibacterium acnes 1x10° CFU/mlI
Corynebacterium genitalium 1x10® CFU/ml Proteus mirabilis 1x10® CFU/mlI
Corynebacterium xerosis 1x10® CFU/ml Proteus vulgaris 1x10° CFU/mlI
Enterobacter cloacae 1x10° CFU/ml Providencia stuartii 1x10° CFU/ml
Enterococcus faecalis 1x10® CFU/ml Pseudomonas aeruginosa 1x10® CFU/mlI
Escherichia coli 1x10® CFU/ml Ruminococcus productus 1x10® CFU/mlI
Finegoldia magna 1x10® CFU/ml Serratia marcescens 1x10° CFU/mI
Fusobacterium nucleatum 1x10® CFU/ml Staphylococcus aureus 1x10® CFU/mlI
Gardnerella vaginalis 1x10® CFU/ml Staphylococcus epidermidis 1x10® CFU/mlI
Haemophilus ducreyi 1x10° CFU/mi Staphylococcus saprophyticus 1x10° CFU/ml
Klebsiella pneumoniae 1x10® CFU/ml Streptococcus agalactiae 1x10® CFU/mlI
Lactobacillus acidophilus 1x10® CFU/ml Streptococcus pyogenes 1x10® CFU/mlI
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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Tabel 8: Panoul pentru specificitatea analitica (continuare)

Organism Concentratia Organism Concentratia
de testare de testare
Drojdie/protozoare
Candida albicans 1x10® CFU/ml Trichomonas vaginalis 1x10’ celule/ml
Virusi
Adenovirus 2 1x10° vp/ml Virusul Herpes simplex de tip 1 2,5x10° TCID 50/ml
Citomegalovirus 33 TCID 50/ml Virusul Herpes simplex de tip 2 5x10* TCID 50/ml
Virusul Epstein-Barr 4x10” vp/ml SV40 1,2 x10* TCID 50/ml
HIV-1 1,0x10° copii/ml
Genotipuri HPV nevizate
HPV 6 2,5x10° copii/ml HPV 53 2,5x10° copii/ml
HPV 11 2,5x10° copii/ml HPV 61 2,5x10° copii/ml
HPV 42 2,5x10° copii/ml HPV 71 2,5x10° copii/ml
HPV 43 2,5x10° copii/ml HPV 81 2,5x10° copii/ml
HPV 44 2,5x10° copii/ml
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Interferenta

Substantele descrise in Tabel 9 au fost insamantate individual in solutie PreservCyt si mediu
de transport al esantionului Aptima (STM) la 1% si 10% v/v sau w/v si testate cu Aptima
HPV Assay. Toate substantele au fost testate atat in prezenta céat si in absenta celulelor
de cultura infectate cu HPV (SiHa, 3 celule/reactie). Nu a fost observata vreo interferenta
cu niciuna din substantele testate, cu exceptia a doi dintre cei cinci lubrifianti ce contin
Polyquaternium 15 in concentratii > 0,025% in proba de testare, si a unui medicament
antifungic ce contine tioconazol in concentratii > 0,075% in proba de testare.

Tabel 9: Substante testate pentru identificarea eventualei interferente cu Aptima HPV Assay

Categoria de produs

Marca sau tipul produsului

Lubrifiant

KY Sensual Mist (v/v)

KY Warming Jelly (w/v)

KY Warming Liquid (v/v)

Astroglide Personal Lubricant*

Target Brand Lubricating Liquid*

Spermicid

Gynol Il Vaginal Contraceptive Original Formula (w/v)

Gynol Il Vaginal Contraceptive Extra Strength (w/v)

Delfen Vaginal Contraceptive Foam (w/v)

Encare Vaginal Contraceptive (w/v)

Conceptrol Vaginal Contraceptive (w/v)

Medicamente antifungice/anti-prurit

Vagisil Maximum Strength (w/v)

Monistat Soothing Care (w/v)

Monistat 3 Combination Pack (w/v)

Target Brand Tioconazole 1 (w/v)

Target Brand Miconazole 3 (w/v)

Acid acetic glacial

EMD M/N AX0073-11 (v/v)

Sange integral

Sange integral (v/v)

*Lubrifianti intimi ce contin Polyquaternium 15.
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Rezultate anticipate pentru Analizorul Tigris DTS: Prevalenta mRNA HPV
cu risc crescut

Prevalenta infectarii cu HPV de risc crescut variaza pe scara larga si este influentatd de o
serie de factori, unde véarsta are cea mai mare contributie.®* Au fost desfasurate multe studii
pentru a investiga prevalenta HPV in baza detectarii HPV DNA, insa sunt putine studii care
sa raporteze prevalenta in baza detectarii mMRNA HPV oncogen. Femei din diverse centre
clinice (n=18) reprezentand o ampla distributie geografica si o populatie diversa (10 state din
cadrul Statelor Unite ale Americii) au fost Tnscrise intr-un studiu clinic prospectiv, cunoscut
sub numele de studiul CLEAR.* Prevalenta probelor cu mRNA HPV pozitiv observata in
cadrul studiului a fost clasificata la nivel general, pe grupe de vérsta si pe centru de testare.
Rezultatele pentru ASC-US (celule scuamoase atipice de semnificatie nedeterminata) si
NILM (negativ pentru leziuni intraepiteliale sau malignitate) sunt ilustrate in Tabel 10.

Tabel 10: Prevalenta mRNA HPV de risc crescut pe grupe de varsta, centru de testare si comasate

Rata rezultatelor pozitive % (x/n)

Populatia ASC-US Populatia NILM
(2 21 ani) (2 30 ani)

Toate 41,8 (400/958) 5,0 (540/10.871)

Grupa de varsta (ani)

intre 21 si 29 60,3 (252/418) N/A

intre 30 si 39

36,8 (98/266)

6,9 (289/4199)

240

18,2 (50/274)

3,8 (251/6672)

Centru de testare

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 = Nu este cazul
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Conceptul studiului clinic asupra Aptima HPV Assay cu esantioane
pentru citologie in mediu lichid ThinPrep

A fost realizat un studiu clinic prospectiv multicentric in SUA, cunoscut sub numele de studiul
CLEAR, pentru a determina performanta clinica a Aptima HPV Assay in detectarea
neoplaziei cervicale intraepiteliale de grad Il sau a bolii cervicale mai grave (=CIN2). Studiul
CLEAR a constat dintr-o evaluare initiala si o evaluare de urmarire la 3 ani.*

Studiul CLEAR - evaluarea initiala

La momentul initial al studiului CLEAR (Etapa initiala), au fost inrolate paciente fie in studiul
ASC-US fie in studiul NILM in functie de rezultatele citologice de la screening-ul de rutina ce
viza cancerul cervical. Populatia studiului ASC-US a inclus femei de 21 de ani si peste cu
rezultate citologice ASC-US, iar populatia studiului NILM a inclus femei de 30 de ani si peste
cu rezultate citologice NILM. Studiul NILM a fost conceput pentru a confirma necesitatea de
screening suplimentar la femeile de 30 de ani si peste, deoarece femeile din aceasta grupa
de varsta cu rezultate citologice ce indica afectiuni mai severe decat ASC-US trebuie sa
continue cu o colposcopie indiferent de starea HPV.*

Au fost Tnscrise paciente din 18 centre clinice, in principal clinici de obstetrica/ginecologie,
care acopereau o ampla distributie geografica si o populatie diversa. Pacientele eligibile au
fost alocate in studiul ASC-US sau NILM in functie de esantionul pentru citologie in mediu
lichid ThinPrep care a constituit trimiterea. La momentul initial, restul esantioanelor de
trimitere din grupul femeilor din studiul ASC-US si studiul NILM au fost testate atat cu Aptima
HPV Assay céat si cu un test HPV DNA disponibil pe piata.

La momentul initial, toate pacientele din studiul ASC-US au fost trimise pentru efectuarea
unei colposcopii, indiferent de rezultatele testului HPV. Au fost obtinute o biopsie in cadrul
unui chiuretaj endocervical (ECC) si biopsii cervicale prin ciupire (1 biopsie din fiecare din
cele 4 cadrane). Daca era vizibila o leziune, a fost recoltata o biopsie prin ciupire (metoda
dirijata, 1 biopsie per leziune) iar din cadranele fara leziuni vizibile au fost recoltate biopsii la
jonctiunea scuamo-cilindrica (metoda aleatorie).

In cadrul studiului NILM, pacientele cu rezultate pozitive la Aptima HPV Assay si/sau testul
HPV DNA disponibil pe piata, precum si paciente selectate aleatoriu cu rezultate negative
la ambele teste, au fost trimise pentru colposcopie la evaluarea initiald. Pacientele selectate
aleatoriu cu rezultate negative la ambele teste au fost incluse pentru a corecta deviatia

de verificare cu estimari de performanta ajustata generate cu ajutorul metodei de imputare
multipla. A fost obtinuta o biopsie ECC de la fiecare pacienta careia i s-a efectuat o
colposcopie. Biopsiile prin ciupire au fost recoltate exclusiv din leziuni vizibile (metoda
dirijata, 1 biopsie per leziune).

Starea bolii a fost determinata in baza unui panou de analiza histologica in consens, care
s-a bazat pe acordul intre cel putin 2 experti patologi. Expertilor patologi nu li s-a prezentat
starea HPV a pacientei. De asemenea, nu li s-a prezentat starea citologica, precum nici
diagnosticele de histologie ale celuilalt. in cazul in care cei 3 experti aveau pareri
contradictorii, toti 3 patologii au analizat lamele la un microscop multi-observatie, pentru a
ajunge la un consens. Investigatorilor, medicilor si pacientelor nu li s-au comunicat rezultatele
testului HPV pana dupa finalizarea colposcopiei, pentru a evita influentarea.

La momentul initial, a fost evaluata performanta clinica a Aptima HPV Assay in detectarea
2CIN2 si a neoplaziei cervicale intraepiteliale de grad Ill sau a bolii cervicale mai grave
(=CIN3), fata de starea bolii cervicale stabilita la momentul initial. A fost de asemenea
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stabilitd performanta clinica a testului HPV DNA disponibil pe piata, in vederea compararii
directe cu rezultatele Aptima HPV Assay.

Studiul CLEAR - evaluarea de urmarire

Pacientele din studiul NILM din 14 centre clinice au fost eligibile sa participe la faza de
urmarire de 3 ani a studiului daca: i) la momentul initial, li s-a efectuat o colposcopie si nu
prezentau =2CIN2 sau ii) nu li s-a efectuat o colposcopie la momentul initial. Faza de urmarire
a studiului a constat in vizite anuale. La aceste vizite s-au recoltat de la fiecare pacienta
probe cervicale pentru citologie, iar unele paciente au fost testate folosind un test HPV
disponibil pe piata. Pacientele cu ASC-US sau cu rezultate citologice mai severe in perioada
de urmarire au fost trimise pentru colposcopie folosind aceleasi proceduri de biopsie si
histologie realizate pentru evaluarea initiald din studiul NILM. Starea bolii cervicale stabilita
la vizita de referintd a fost considerata ,negativa” in functie de citologia NILM sau, in cazul
pacientelor cu rezultate anormale la testele citologice, in functie de rezultatele normale sau
CIN1 indicate de un panou de analiza histologica in consens. S-a considerat ca pacientele la
care s-a detectat 2CIN2 Tn perioada de urmarire au incheiat perioada de urmarire si nu s-au
prezentat la vizite dupa detectia 2CIN2. Perioada de urmarire a fost considerata incheiata la
pacientele la care nu s-a detectat 2CIN2 in perioada de urmarire insa s-au prezentat la o
vizitd de studiu in anul de urmarire 1 si/sau anul de urmarire 2 si care s-au prezentat la o
vizita de studiu in anul de urmarire 3.

Obiectivul studiului de urmarire a fost sa compare riscul cumulat la 3 ani asociat cu boala

cervicala la paciente cu rezultate pozitive la Aptima HPV Assay la momentul initial cu riscul
cumulat la 3 ani asociat cu boala cervicala la paciente cu rezultate negative la Aptima HPV
Assay la momentul initial. Starea bolii cervicale la 3 ani a fost stabilitd dupa cum urmeaza:

+ Stare pozitiva a bolii cervicale (2CIN2 si/sau 2CIN3) — Paciente cu 2CIN2 detectat la
momentul initial sau pe durata urmaririi.

« Stare negativa a bolii cervicale (<CIN2) — Paciente la care nu s-a detectat =CIN2 la
incheierea urmaririi si la care nu s-a considerat ca starea bolii cervicale este
,hedeterminata”.

+ Stare nedeterminata a bolii cervicale — Paciente cu rezultate anormale la testele
citologice din perioada de urmarire si care nu au obtinut un rezultat ulterior la un panou
de analiza histologica in consens sau pacientele cu citologie inadecvata la ultima vizita.

* Retragere in perioada de urmarire — Paciente care nu au incheiat urmarirea si la care nu

s-a considerat ca starea bolii cervicale este ,nedeterminata”.

A fost evaluata performanta clinicd a Aptima HPV Assay in detectia 2CIN2 si a 2CIN3 fata
de starea bolii cervicale stabilita la 3 ani.
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Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu
esantioanele pentru citologie in mediu lichid ThinPrep

in total, Tn studiul ASC-US au fost inrolate 1252 de paciente cu varsta peste 21 de ani, cu
rezultate citologice ASC-US. Dintre acestea, 294 de paciente s-au retras si 19 paciente au
primit un diagnostic nedeterminat; toate acestea au fost excluse din analiza. Restul de 939
de paciente evaluabile aveau varsta peste 21 de ani, cu rezultate citologice ASC-US,
rezultate ale Aptima HPV Assay si stare concluziva a bolii. Nouazeci si una (91) de paciente
aveau 2CIN2, iar patruzeci si una (41) aveau 2CIN3. Prevalenta 2CIN2 si 2CIN3 la paciente
evaluabile cu rezultate citologice ASC-US a fost de 9,7%, respectiv 4,4%. Rezultatele
obtinute la Aptima HPV Assay in functie de diagnosticele din panoul de analiza histologica
in consens sunt prezentate in Tabel 11.

Tabel 11: Populatia ASC-US = 21 de ani: Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay in functie de
diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens

Rezultatul Aptima | Testul HPV Diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens
HPV Assay* DNA Nedeterminat™ | Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer | Total
Pozitiv Pozitiv 6 170 113 41 32 1 363
Pozitiv Negativ 0 7 0 1 2 0 10
. Niciun
Pozitiv 0 14 1 0 2 0 27
rezultat
Negativ Pozitiv 0 47 13 2 3 0 65
Negativ Negativ 10 371 55 6 1 0 443
Negativ Niciun 3 40 7 0 0 0 50

rezultat***

Total 19 649 199 50 40 e 958

*Toate probele au obtinut rezultate finale valide (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare
procedura).

**19 subiecti au participat la vizita colposcopica insa nu s-a putut stabili un diagnostic din urmatoarele motive: < 5 esantioane
de biopsie obtinute, toate cu rezultate histologice Normale/CIN1 (n=15), fara biopsii recoltate (n=3), si lame de biopsie pierdute
(n=1).

***77 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

****Un subiect avea adenocarcinom in situ (AIS).

Estimarile performantei clinice a Aptima HPV Assay incluzand sensibilitatea, specificitatea,
valoarea predictiva pozitiva (PPV) si valoarea predictiva negativa (NPV) pentru detectia
2CIN2 si 2CIN3 pe baza evaluarii tuturor biopsiilor si incluzand doar biopsiile dirijate sunt
indicate in Tabel 12, la fel si estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe piata.
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Tabel 12: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=939 N=865*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Toate biopsiile
Sensibilitate (%) (789%81 ) (784, 92.3) (7898/589) (80,5, 93.8)
... 62,9 55,8
0, ’ il
Specificitate (%) (535784) (59,6, 66,0) wsBe) (52,3, 59,3)
201 18,7
0, ’ 3y
PPV (%) rorisa) (18,1, 22,0) (790i02) (17,0, 20.4)
978 977
0, ’ 3y
NPV (%) (53531545 (96,5, 98.8) w35443) (96,2, 98.8)
Prevalents (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
>CIN2
Biopsii dirijate**
Sensibilitate (%) (596%%) (84,1, 97.4) (595?;;529) (83,8, 97.3)
... 615 545
0, ’ il
Specificitate (%) (5301676) (58,3, 64.7) w3sie08) (51,0, 57,9)
142 13.1
PPV (%) (561363) (12,7, 15.6) (s57421) (11,7, 14,2)
99.3 99.1
0, ’ 3y
NPV (%) (5361543) (98,3, 99.8) 438/442) (97,9, 99.7)
Prevalent3 (%) 6,4 (60/936) 6,8 (59/863)
Toate biopsiile
Sensibilitate (%) (397%21 ) (77,5, 96,1) (3962/'339) (79,7, 97.3)
Specificitate (%) . 461%298) (57,0, 63.4) “ 450?;'8326) (49.9, 56,6)
9.4 85
0, ’ El
PPV (%) (371364) (8,1,10.4) (36/422) (7.4, 9,4)
99.3 99.3
0, ’ 3y
NPV (%) (5411545 (98,3, 99.8) 4401443) (98,3, 99.8)
Prevalent3 (%) 4.4 (41/939) 4,5 (39/865)
>CIN3
Biopsii dirijate**
Sensibilitate (%) (2973;’219) (78,0, 98,1) (297";'248) (82,3, 99,4)
Specificitate (%) . 451%608) (56.4, 62.7) “ 4512/5836) (49.4, 56.1)
6.9 6.4
0, ’ il
PPV (%) (27/394) (5.8,7.6) (27/422) (55,7.0)
99.6 998
0, ’ 3y
NPV (%) (5411543) (98,8, 100) wai2) (98,9, 100)
Prevalent3 (%) 3,1 (29/937) 3,2 (28/864)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.

**Rezultatul la testul histologic in consens a fost derivat folosind doar rezultatele din biopsiile dirijate. Pacientele fara biopsii
dirijate indica o colposcopie normala si sunt incluse in aceste analize ca fiind neafectate de boald (<CIN2 sau <CIN3, dupa
caz). Nu s-a ajuns intotdeauna la un consens atunci cand s-au inclus doar biopsii dirijate.
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La evaluarea tuturor biopsiilor, estimarile de sensibilitate clinica ale Aptima HPV Assay si ale
testului HPV DNA disponibil pe piata, unde rezultatele la ambele teste sunt disponibile pentru
detectia 2CIN2 si 2CIN3, au fost similare (diferentele de estimari de sensibilitate nu au fost
semnificative statistic: diferenta de sensibilitate = -2,3% [C| de 95%: -9,5%, 4,8%]). Estimarile
de specificitate clinica ale Aptima HPV Assay pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 au fost mai
mari decét cele ale testului HPV DNA disponibil pe piata (diferentele de estimari de
specificitate au fost semnificative statistic). Pentru 2CIN2, diferenta de specificitate a fost de
6,8% (Cl de 95%: 4,9%, 9,0%). NPV au fost similare insa pentru detectia 2CIN2, PPV pentru
Aptima HPV Assay a fost usor mai mare decat PPV pentru testul HPV DNA disponibil pe
piata (20,1% fata de 18,7%).

Dintre cele 91 de cazuri 2CIN2, 60 (65,9%) au fost identificate in biopsii dirijate si 31 (34,1%)
au fost identificate din biopsii aleatorii si/sau ECC (adica nu din biopsii dirijate). Aceste
concluzii sunt comparabile cu rezultatele din studii publicate, in care aproximativ 25% pana
la 40% dintre cazurile 2CIN2 au fost identificate doar din esantioanele de biopsie aleatorie
si/sau ECC.** Folosind doar biopsii dirijate pentru a stabili starea bolii (presupunand ca
femeile fara biopsii dirijate au obtinut rezultate histologice normale deoarece nu erau
prezente leziuni vizibile), prevalenta 2CIN2 si 2CIN3 in studiu a fost de 6,4%, respectiv
3,1%. Estimarile de sensibilitate clinica pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 au fost mai mari
pentru ambele teste in care s-au folosit doar biopsii dirijate fata de estimarile calculate
folosind toate biopsiile. Specificitatea clinica obtinuta folosind doar biopsii dirijate a fost
similara cu specificitatea obtinuta folosind toate biopsiile incluse, pentru ambele teste. Tn mod
corespunzator, atunci cand s-au utilizat doar biopsii dirijate, specificitatea Aptima HPV Assay
a fost semnificativ superioara celei obtinute la testul HPV DNA disponibil pe piata.

Estimarile performantei clinice a Aptima HPV Assay si ale testului HPV DNA disponibil pe
piata sunt prezentate pe grupe de varsta in Tabel 13 si Tabel 14 (2CIN2, respectiv 2CIN3,
pe baza evaluarii tuturor biopsiilor).
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Tabel 13: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=939 N=865*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilitate (%) (595%21 ) (80,2, 95.4) (59;'599) (86,1, 98.3)
— 44,9 35,5
0, ’ il
ntre215iz0|  SPECTCHate (4 (1561354) (39,8, 50,1) (177350) (30,5, 40,8)
de ani 22,0 208
0, ’ 3y
PPV (%) (55/360) (19,6, 24.2) (56/569) (19,0, 22.5)
96.4 975
NPV (%) (1561165) (93,0, 98.5) (17120) (93,6, 99.4)
Prevalent3 (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Sensibilitate (%) ( 198(;’200) (69,9, 97.,2) ( 1860/'200) (58,4, 91,9)
... 68,2 61,6
0, ’ il
ntre305izg | SPECTCHate (% (1651942) (62,1, 73.7) (1351219) (551, 67.8)
de ani 18,9 16,0
0, ’ 3y
PPV (%) (18155) (14.7,22.7) (16/100) (11,8, 19.6)
988 971
0, ’ 3y
NPV (%) (165/167) (96,5, 99.8) (135/139) (94,1, 99.1)
Prevalents (%) 7.6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
Sensibilitate (%) (2?1’8) (31,3, 83,2) (;?1'3) (39,7, 89,2)
... 82,9 797
0, ’ il
. Specificitate (%) (200/252) (77.8, 87.1) (811927) (74,0, 84.4)
2 e ani
122 132
PPV (%) 6/40) (5.8, 18.4) 7153) (6,9, 18.7)
981 984
0, ’ 3y
NPV (%) (2001213) (96,6, 99.4) (1811154) (96,6, 99.6)
Prevalent3 (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Tabel 14: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN3 pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=939 N=865*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilitate (%) (296?'237) (81,7,99.3) (22%)5) (86,7, 100)
. 42,3 33,0
) ’ )
intre 2151 29 Specificitate (%) (164/388) (37,5, 47,2) (120/364) (28,3, 38,0)
de ani 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)
Prevalenta (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
Sensibilitate (%) ?8%9) (56,5, 98,0) (777/;3) (45,3, 93,7)
e 65,6 59,6
0, ’ 3
intre 30 51 39 Specificitate (%) (166/253) (59,6, 71,2) (137/230) (53,1, 65,7)
de ani 8,4 7,0
0, ’ 3
PPV (%) (8/95) (5,2, 10,4) (7/100) (3,9, 9,1)
99,4 98,6
0, ! E}
NPV (%) (166/167) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalenta (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
Sensibilitate (%) ??350) (23,1, 88,2) 285(; (37,6, 96,4)
Specificitate (%) " 1812/'2157) (77,0, 86,3) p 873%’2932) (73,2, 83.6)
2 40 de ani 51 =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)
Prevalenta (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.

Aptima HPV Assay

50

AW-14517-3101 Rev. 003




Aptima”

Performanta testului cu Analizorul Tigris DTS

Riscul absolut de boala (=CIN2 si 2CIN3, pe baza evaluarii tuturor biopsiilor) indicat de
rezultatul Aptima HPV Assay si riscul relativ al bolii pentru rezultate pozitive fatd de negative
la Aptima HPV Assay sunt indicate in Tabel 15, la fel si estimarile pentru testul HPV DNA
disponibil pe piata. Riscul relativ 2CIN2 a fost 9,1 (Cl de 95%: 5,0, 16,5), indicand ca o
pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay prezenta o probabilitate de 9,1 ori mai
mare de a avea 2CIN2 fatd de o femeie cu rezultat negativ la Aptima HPV Assay. Riscul
relativ 2CIN3 a fost 12,8 (Cl de 95%: 4,6, 35,6).

Tabel 15: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA

Rezultatul testului

Aptima HPV Assay
N=939

Testul HPV DNA
N=865*

Risc absolut
(Cl de 95%)

Risc relativ
(Cl de 95%)

Risc absolut
(Cl de 95%)

Risc relativ
(Cl de 95%)

bositiv 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 Negativ ’(1 2, 3,5) ’(1 2,3,8)
Prevalent3 (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
g 9,4 (37/394) 8,5 (36/422)
Pozitiv (8,1,10,4) (7.4, 9,4)
12,8 12,6
0,7 (4/545) (4.6,356) 0.7 (3/443) (3.9.40.6)
2CIN3 Negativ (’O 2,1,7) (’0 2,1,7)

Prevalenta (%)

4,4 (41/939)

4,5 (39/865)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Estimarile riscului absolut si relativ (2CIN2 si 2CIN3, pe baza evaluarii tuturor biopsiilor)
pentru Aptima HPV Assay si testul HPV DNA disponibil pe piata sunt prezentate pe grupe
de varsta in Tabel 16.

Tabel 16: Populatia ASC-US 2= 21 de ani: Riscurile absolute si relative de ZCIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=939 N=865*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Varsti Aptima HPV Assay (C1 de 95%) (C1 de 95%) (C1 de 95%) (C1 de 95%)
N=415 N=389
Pozitiv 22,0 (55/250) 20,8 (56/269)
intre 21 si (19,6, 24,2) 6,1 (19,0, 22,5) 8,3
29 de ani Neaativ 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)
Prevalenta (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Pogzitiv 18,9 (18/95) 16,0 (16/100)
sciNz | Tntre 30 si (14,7, 22,7) 15,8 (11,8, 19,6) 5,6
- 39 de ani Neaativ 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)
Prevalenti (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
o 12,2 (6/49) 13,2 (7/53)
Pozitiv (5.8, 18,4) 65 (6.9, 18,7) 8.1
240 de ani ’ ’
Nedativ 1,9 (4/213) (1,9,22,2) 1,6 (3/184) (2,2,30,2)
g (0.6, 3,4) (0.4, 3,4)
Prevalenti (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)
N=415 N=389
Pozitiv 10,4 (26/250) 9,3 (25/269)
intre 21 si (8,9,11,4) 17,2 (8,2,10,0) Nu se poate
29 de ani Neaativ 0,6 (1/165) (2,4, 125) 0,0 (0/120) calcula
9 (0,0,2,8) (0,0, 2,5)
Prevalenta (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
o 8,4 (8/95) 7,0 (7/100)
Pozitiv
scIN | Tntre 30 si (5,2,10,4) 14,1 (3,9,9,1) 4,9
- 39 de ani Neaativ 0,6 (1/167) (1,8, 111) 1,4 (2/139) (1,0, 22,9)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevalenti (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
o 6,1 (3/49) 7.5 (4/53)
Pozitiv (16, 10,2) 65 (2.9, 10,7) 13,9
240 de ani ’ ’
Neqativ 0,9 (2/213) (1,1, 38,0) 0,5 (1/184) (1,6, 122)
9 (0,1,2,0) (0,0, 1,8)
Prevalenta (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient

de esantion citologic.
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Populatia NILM 2 30 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu esantioanele
pentru citologie in mediu lichid ThinPrep la momentul initial

In total, in studiul NILM au fost inrolate 11.644 de paciente cu rezultate citologice NILM.
Dintre acestea, 773 de paciente s-au retras si au fost excluse din evaluarea de la momentul
initial. Restul de 10.871 de paciente evaluabile aveau vérsta peste 30 de ani, cu rezultate
citologice NILM si rezultate ale Aptima HPV Assay. Dintre cele 540 de paciente cu rezultate
pozitive la Aptima HPV Assay, 335 au participat la colposcopia de la momentul initial. Dintre
cele 10.331 de paciente cu rezultate negative la Aptima HPV Assay, 530 au participat la
colposcopia de la momentul initial. Douazeci (20) de paciente au avut 2CIN2 si unsprezece
(11) au avut 2CIN3; 799 de paciente au avut histologie normala/CIN1; 46 de paciente au
avut stare nedeterminata a bolii. Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay in functie de
diagnosticul de la momentul initial, din panoul de analiza histologica in consens, sunt
prezentate in Tabel 17.

Tabel 17: Populatia NILM 2 30 de ani: Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay si un test HPV
DNA in functie de diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens la momentul initial

Diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens
Rezultatul Aptima | Testul HPV .

HPV Assay* DNA Nedeterminat Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Pozitiv Pozitiv 11 212 11 4 7 2 247
Pozitiv Negativ 7 59 0 1 0 1 68

. Niciun
Pozitiv - 3 16 1 0 0 0 20
rezultat
Negativ Pozitiv 10 170 8 2 1 0 191
Negativ Negativ 15 313 9 1 0 0 338
. Niciun
Negativ - 0 0 0 1 0 0 1
rezultat
Total 46 770 29 9 8 3rex 865

*Toate probele au obtinut rezultate finale valide (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare
procedura).

**21 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

***Trei paciente aveau adenocarcinom in situ (AIS).
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in total, 10.052 de paciente au avut o stare neverificata (inclusiv nedeterminata) a bolii la
momentul initial (Tabel 18). Deoarece la colposcopie au fost trimise doar pacientele selectate
aleatoriu, cu rezultate negative atat la Aptima HPV Assay cét si la testul HPV DNA disponibil
pe piata, procentul de paciente cu stare neverificata a bolii a fost mare in acest grup
(96,6%). In vederea ajustarii la aceastd deviatie de verificare, s-a utilizat o metoda de
imputare multipla pentru a estima numarul de paciente afectate de boala care ar fi fost
identificat daca toate pacientele ar fi fost supuse la colposcopie. Sunt prezentate atat
estimarile de performanta ajustate la deviatia de verificare, cat si estimarile de performanta
neadaptate obtinute de la 819 paciente cu stare verificata a bolii la momentul initial.

Tabel 18: Populatia NILM = 30 de ani: Clasificarea pacientelor NILM evaluabile in functie de
rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay si la testul HPV DNA, starea bolii (2CIN2 si 2CIN3) si
starea de verificare a bolii la momentul initial.

Stare a bolii verificata: Stare a bolii verificata: Stare a bolii
2CIN2 2CIN3 neverificata
Femei Femei
Rezultatul afectate de Femei afectate de Femei Femei cu stare
Aptima HPV Testul Total boala neafectate de boala neafectate de | necunoscuta a bolii
Assay* HPV DNA paciente (2CIN2) boala (2CIN2) (2CIN3) boala (2CIN3) (% necunoscut)
Pozitiv Pozitiv 360 13 223 9 227 124 (34,4%)
Pozitiv Negativ 150 2 59 1 60 89 (59,3%)
Pozitiv Niciun 30 0 17 0 17 13 (43,3%)
rezultat
Negativ Pozitiv 306 3 178 1 180 125 (40,8%)
Negativ Negativ 9.420 1 322 0 323 9.097 (96,6%)
Negativ Niciun 605 1 0 0 1 604 (99,8%)
rezultat
Total 10.871 20 799 11 808 10.052 (92,5%)

*Toate probele au obtinut rezultate finale (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare

procedura).

**635 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza

volumului insuficient de esantion citologic.
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Prevalenta ajustatd a 2CIN2 si 2CIN3 la paciente cu rezultate citologice NILM a fost de
0,9%, respectiv 0,4%. Estimarile ajustate ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2
si 2CIN3 la momentul initial sunt prezentate in Tabel 19. Riscul relativ ajustat al 2CIN2 a fost
8,1 (Cl de 95%: 2,3, 28,1), indicand ca o pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay
prezenta o probabilitate de 8,1 ori mai mare de a avea 2CIN2 fata de o femeie cu rezultat
negativ la Aptima HPV Assay. Riscul relativ ajustat al 2CIN3 a fost 34,5 (Cl de 95%: 2,7,

443,3). Estimarile neajustate ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3

la momentul initial sunt prezentate per total in Tabel 20 si pe grupe de vérsta in Tabel 21.

Tabel 19: Populatia NILM 2= 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru

rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA (estimari ajustate la deviatia de verificare) la
momentul initial

Aptima HPV Assay

Testul HPV DNA

Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Pozitiv 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 Negativ 0,6 (0,2, 1,9) © 1052 1)
Prevalenta (%) 0,9 0,9
Pozitiv 3.3 2,3
(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 Negativ (0,0, 1,6) (0,0, 2.4)
Prevalenta (%) 0,4 0,4

Tabel 20: Populatia NILM 2 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA (estimari neajustate) la momentul initial

Testul HP Aptima

Testul HPV DNA

N=819 N=801*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
" 4,8 (15/314) 3,8 (16/417)
Pozitiv (3.4,5,8) (2.9, 4,4)
4,8 49
1,0 (5/505) (18,13.1) 0,8 (3/384) (14,16.7)
2CIN2 Negativ (’04 1.9) (’0 2,1,9)
Prevalenta (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
" 3,2 (10/314) 2,4 (10/417)
Pozitiv (2.2,37) (1,6,2.7)
16,1 9,2
0,2 (1/505) (2.1,125) 0,3 (1/384) (1.2,71.6)
2CIN3 Negativ (’O 0,0.9) (’O 0, 1,1)

Prevalenta (%)

1,3 (11/819)

1,4 (11/801)

*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient de
esantion citologic.
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Tabel 21: Populatia NILM 2= 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA pe grupe de varsta (estimari neajustate) la
momentul initial

Testul HP Aptima Testul HPV DNA
N=819 N=801*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Varsta Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=384 N=377
o 4,8 (8/167) 3,2 (7/216)
intre 30 si rost (2.1,92) 10,4 (1.3,6.6) 2,6
39 de ani Negativ 0,5 (1/217) (1.3,823) 1,2 (2/161) (0.5,124)
(0,0, 2,5) (0,2, 4,4)
Prevalenta (%) 2,3 (9/384) 2,4 (9/377)
2CIN2
N=435 N=424
N 4,8 (7/147) 4,5 (9/201)
Pozitiv (19,96) 34 (2.1,83) 10,0
2 40 de ani Negativ 1,4 (4/288) (1,0, 11,5) 0,4 (1/223) (1,3,78,1)
g (0.4, 3,5) (0.0, 2,5)
Prevalents (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=384 N=377
o 3,0 (5/167) 2,3 (5/216)
N Pozitiv (1,0,6,8) 65 (0,8, 53) 37
intre 30 si ’ '
39 de ani Negativ 0,5 (1/217) (0,8,55,1) 0,6 (1/161) (0,4, 31,6)
(0,0, 2,5) (0,0, 3,4)
Prevalenta (%) 1,6 (6/384) 1,6 (6/377)
2CIN3
N=435 N=424
. 3,4 (5/147) 2,5 (5/201)
Pozitiv
(1.1,7.8) Nu se poate (0.8,57) Nu se poate
2 40 de ani Negativ 0,0 (0/288) calcula 0,0 (0/223) calcula
9 (0,0, 1,3) (0,0, 1,6)
Prevalents (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient de
esantion citologic.
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Estimarile ajustate ale performantei clinice a Aptima HPV Assay incluzand sensibilitatea,

specificitatea, PPV si NPV pentru detectia ZCIN2 si 2CIN3 sunt indicate in Tabel 22, la fel si
estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe piata. Estimarile neajustate ale performantei
clinice sunt indicate in Tabel 23. Aptima HPV Assay si testul HPV DNA disponibil pe piata au
prezentat sensibilitate similara, in timp ce specificitatea a fost semnificativ superioara in cazul
Aptima HPV Assay (Cl de 95% fara suprapunere). Estimarile valorii predictive a Aptima HPV
assay au fost relevante clinic si similare cu estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe

piatda. NPV au fost similare insa pentru detectia 2CIN2, PPV pentru Aptima HPV Assay a fost

usor mai mare decéat PPV pentru testul HPV DNA disponibil pe piata (4,7% fata de 3,7%).

Tabel 22: Populatia NILM 2= 30 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3 (estimari ajustate la deviatia de verificare) la momentul initial

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) 31,0 (5,9, 56,1) 35,4 (3,8, 66,9)
Specificitate (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,7 (93,2, 94,2)
2CIN2 PPV (%) 4,7 (2,9,7,6) 3,7 (2,3,6,0)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevalenta (%) 0,9 0,9
Sensibilitate (%) 61,5 (14,0, 100) 56,4 (0,4, 100)
Specificitate (%) 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)
Prevalenta (%) 0,4 0,4
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Tabel 23: Populatia NILM = 30 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3 (estimari neajustate) la momentul initial

Aptima HPV Assay

Testul HPV DNA

N=819 N=801*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) (1755;’200) (53,1, 88,8) (1863’129) (62,4, 94,5)
Specificitate (%) (50602/’7699) (59,2, 65,9) (3841%,7782) (45,2, 52,2)
48 3,8
2CIN2 PPV (%) (15/314) (3,4,5,8) (16/417) (2,9,4,4)
99,0 99,2
0, ’ ’
NPV (%) (500/505) (98,1, 99,6) (381/384) (98,1, 99,8)
Prevalenta (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
Sensibilitate (%) (19(;)/’191) (62,3, 98,4) (19(?/’19;) (62,3, 98,4)
Specificitate (%) (50%?08) (59,0, 65,7) (3;38/’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, ’ ’
NPV (%) (504/505) (99,1, 100) (383/384) (98,9, 100)

Prevalenta (%)

1,3 (11/819)

1,4 (11/801)

*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient de
esantion citologic.
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Compararea directd a Aptima HPV Assay si a testului HPV DNA disponibil pe piata
demonstreaza o sensibilitate similara si o specificitate Tmbunatatita semnificativa statistic

a Aptima HPV Assay fata de a testului HPV DNA disponibil pe piata pentru detectia 2CIN2,
dupa cum arata raporturile intre procente real pozitive si fals pozitive (Tabel 24, respectiv
Tabel 25).

Tabel 24: Populatia NILM = 30 de ani: Raportul de procente real pozitive (Aptima HPV Assay/testul
HPV DNA) pentru pacientele cu 2CIN2 (estimari neajustate) la momentul initial

Testul HPV DNA
Total
Pozitiv Negativ
Pozitiv 13 2 15 (78,9%)
Aptima HPV Assay
Negativ 3 1 4
Total 16 (84,2%) 3 19

Raportul de procente real pozitive = 0,94 (15/16) (Cl de 95%: 0,67, 1,20)

Tabel 25: Populatia NILM = 30 de ani: Raportul de procente fals pozitive (Aptima HPV Assay/testul
HPV DNA) pentru pacientele cu <CIN2 (estimari neajustate) la momentul initial

Testul HPV DNA
Total
Pozitiv Negativ
Pozitiv 223 59 282 (36,1%)
Aptima HPV Assay
Negativ 178 322 500
Total 401 (51,3%) 381 782

Raportul de procente fals pozitive = 0,70 (282/401) (Cl de 95%: 0,64, 0,77)
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Populatia NILM 2 30 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay dupa 3 ani de
urmarire

Pentru faza de urmarire au fost eligibile 10.854 de paciente evaluabile cu varsta peste 30 de
ani, cu rezultate citologice NILM si rezultate valide ale Aptima HPV Assay la momentul initial.
Dintre pacientele fara 2CIN2, 66,9% (7.251/10.834) dintre paciente au participat la o vizita de
urmarire la 1 an pentru testul Papanicolau, 60,2% (6.522/10.825) la vizita de 2 ani, iar 58,6%
(6.344/10.818) la vizita de 3 ani. Per total, 58,8% (6.380/10.854) dintre paciente au incheiat
studiul (au prezentat 2CIN2 la momentul initial sau pe parcursul urmaririi si/sau au participat
la vizitele necesare).

Dintre cele 10.854 de paciente, 540 (5,0%) au obtinut rezultate pozitive la Aptima HPV
Assay la momentul initial. Dintre aceste 540 de femei, 263 (48,7%) au avut stare pozitiva
sau negativa a bolii la 3 ani, conform rezultatelor citologice sau de la colposcopie/biopsie.
Restul de 10.314 de paciente au obtinut rezultate negative la Aptima HPV Assay la
momentul initial. Dintre aceste 10.314 de paciente, 5.943 (57,6%) au avut stare pozitiva sau
negativa a bolii la 3 ani. Dintre cele 6.206 de paciente cu stare a bolii la 3 ani, 47 de
paciente au avut 2CIN2, incluzand 23 cu 2CIN3; 6.159 de paciente au avut rezultate
normale/CIN1 pe baza panoului de analiza histologica in consens. Rezultatele obtinute la
momentul initial la Aptima HPV Assay si un test HPV DNA disponibil pe piata si starea bolii
la 3 ani (include evaluarea initiala si de urmarire) in functie de diagnosticul din panoul de
analiza histologica in consens sunt prezentate in Tabel 26.

Tabel 26: Populatia NILM = 30 de ani: Clasificarea pacientelor eligibile pentru faza de urmarire pe
baza rezultatelor la Aptima HPV Assay la momentul initial, a rezultatelor obtinute la testul HPV DNA
la momentul initial si a starii bolii (2CIN2, 2CIN3, neverificat) identificate in fazele initiale si de urmarire

Stare a bolii Stare a bolii Stare a bolii neverificata
Rezultatul verificata: 2CIN2 verificata: 2CIN3
ezultatu
Aptima Hpy | Testul HPV Total Femei Femei Femei Femei .
ptima DNA ient Retragere in
Assay paciente afectate | neafectate | afectate | neafectate ecrioada de | Nedeterminats*
de boala | de boala | de boala | de boala P urmarire
(2CIN2) | (2CIN2) (2CIN3) | (2CIN3)
Pozitiv Pozitiv 360 22 154 15 161 165 19
Pozitiv Negativ 150 2 72 1 73 68 8
Pozitiv Niciun 30 2 1 1 12 14 3
rezultat
Negativ Pozitiv 304 6 146 3 149 133 19
Negativ Negativ 9.405 14 5.455 3 5.466 3.735 201
Negativ Niciun 605 1 321 0 322 269 14
rezultat
Total 10.854 47 6.159 23 6.183 4.384 264

*Paciente cu rezultate anormale la testele citologice din perioada de urmarire si care nu au obtinut un rezultat ulterior la un
panou de analiza histologica in consens sau pacientele cu citologie inadecvata la ultima vizita. 174 de paciente cu stare
nedeterminata a bolii au incheiat perioada de urmarire conform protocolului.

*635 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

Riscul de boalad cumulat la 3 ani (2CIN2 si 2CIN3) are la baza estimarea Kaplan-Meier
(analiza tabelelor de viata) si include boala detectatd la momentul initial sau in perioada de
urmarire. Pacientele care au prezentat semne de boala (ASC-US sau rezultate citologice mai
severe) Tnsa fara rezultat in panoul de analiza histologica in consens au fost incluse in
analiza folosind o metoda de imputare multipla pentru a anticipa numarul de paciente
afectate de boala care ar fi fost identificate daca pacientele ar fi efectuat colposcopia.
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Estimarile cumulate la 3 ani ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 sunt
prezentate in Tabel 27.

Tabel 27: Populatia NILM 2= 30 de ani: Riscurile absolute si relative cumulate* la 3 ani pentru 2CIN2
si 2CIN3 pentru rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA la momentul initial

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Pozitiv 7,39 6,42
(5,12, 10,59) 2255 (4,50, 9,13) 22.71
>CIN2 Neaativ 0,33 (12,68, 40,10) 0,28 (12,19, 42,29)
9 (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevalenta (%) 0,68 0,68
Pozitiv 4,66 414
(2,94, 7,36) 44,12 (2,62, 6,52) 51,33
2CIN3 Neqativ 0.1 (16,91, 115,10) 0,08 (17,74, 148,55)
9 (0,04, 0,25) (0,03, 0,22)
Prevalenta (%) 0,34 0,35

*Riscurile cumulate la 3 ani ajustate pentru alte deviatii posibile au fost similare cu riscurile din acest tabel. Din cauza
diferentelor anticipate in ceea ce priveste riscurile in anul 1 si anul 2 pentru cele doua grupuri de paciente din studiul de
urmarire (cele care au efectuat colposcopie la momentul initial si cele care nu au efectuat colposcopie la momentul initial),
a fost raportat doar riscul cumulat la 3 ani pentru grupurile mixte.

Prevalenta cumulata la 3 ani a 2CIN2 si 2CIN3 la paciente cu rezultate citologice NILM la
momentul initial a fost de 0,68%, respectiv 0,34%. Riscul relativ 2CIN2 a fost 22,55 (Cl de
95%: 12,68, 40,10), indicand ca o pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay prezenta
o probabilitate de 22,55 ori mai mare de a avea 2CIN2 fata de o femeie cu rezultat negativ
la Aptima HPV Assay. Riscul relativ 2CIN3 a fost 44,12 (Cl de 95%: 16,91, 115,10).
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Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu esantioanele pentru citologie in mediu
lichid SurePath

Esantioane SurePath tratate cu solutie de transfer Aptima

Esantioane pentru citologie in mediu lichid SurePath au fost recoltate de la femei din Canada
(n=558) care au primit recomandare de urmarire din urmatoarele motive: unul sau mai multe
teste Papanicolau anormale, o infectie HPV sau altele. Un alicot (0,5 ml) din fiecare esantion
a fost transferat in tubul de transfer al esantionului Aptima apoi a fost tratat folosind solutia
de transfer Aptima. Un singur replicat din fiecare esantion a fost testat cu Aptima HPV
Assay. Un alicot separat (1 ml) din fiecare esantion a fost indepartat pentru evaluare folosind
un test HPV PCR disponibil pe piata. Sensibilitatea clinica pentru detectia bolii, definita ca un
rezultat histologic 2CIN3, a fost calculata atat pentru Aptima HPV Assay céat si pentru testul
HPV PCR, conform Tabel 28, cu valorile predictive pozitive si negative.

Tabel 28: Performanta clinica a Aptima HPV Assay si a unui test HPV PCR pentru detectia 2CIN3

Aptima HPV Assay Testul HPV PCR
N=558 N=558
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) (28553'238) (72,8 - 96,3) (28553’238) (72,8 - 96,3)
Specificitate (%) (3051%830) (52,5 - 60,9) (2;03’5330) (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)
Prevalenta (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)
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Tabel 29: Sensibilitatea Aptima HPV Assay cu esantioanele pentru citologie in mediu lichid
SurePath si ThinPrep

ThinPrep SurePath
Genotip HPV | Copii/reactie % pozitiv % pozitiv
(CI de 95%) (CI de 95%)
16 60 (91 ,??'39,7) (94,80-0100)
18 100 (94,3901 00) (94,;90100)
31 25 (94,(1)(301 00) (86,25-738,3)
33 60 (88,26-';9,1) 91 ,?%’39,7)
35 25 (94,(1)901 00) (94,(1)(30100)
39 25 (94,(1)(301 00) (81 ,31-’;6,4)
45 40 (94,(1)901 00) (86,25-‘38,3)
51 250 (94,3(301 00) (94,(1)0-0100)
52 600 (94,3901 00) (91 ,519%53)9,7)
56 100 (91 ,3%'39,7) (84,?%,37,4)
58 50 (86,2?188,3) (84,?%,37,4)
59 S (88,263'5739,1) (81 ,31-’;6,4)
66 150 (91 ,?é'gw) (86,25-‘38,3)
68 30 (88,26?5739,1 ) (84,?31‘37,4)
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Performanta Aptima HPV Assay cu esantioanele de recoltare cervicala si transport

Au fost recoltate esantioane pentru citologie Tn mediu lichid ThinPrep si esantioane din trusa
CSCT Aptima imperecheate de la 735 de subiecti. Un mililitru (1,0 ml) din fiecare esantion
pentru citologie Tn mediu lichid ThinPrep a fost diluat in 2,9 ml de mediu de transport al
esantioanelor Aptima si un singur replicat a fost testat cu Aptima HPV Assay pe Analizorul
Tigris DTS. Un singur replicat din fiecare esantion CSCT a fost de asemenea testat cu
Aptima HPV Assay. A fost stabilit acordul procentual al Aptima HPV Assay intre esantionul
pentru citologie in mediu lichid ThinPrep si esantionul CSCT, iar rezultatele sunt prezentate
in Tabel 30.

Acordul procentual pozitiv a fost de 95,9% (Cl de 95%: 92,6 - 97,8); acordul procentual
negativ a fost de 95,5% (Cl de 95%: 93,3 - 97,0); iar acordul global a fost de 95,6% (CI de
95%: 93,9 - 96,9). A fost observata o puternica legatura intre esantioanele pentru citologie in
mediu lichid si cele din trusa de transport (kappa = 0,90).

Tabel 30: Acordul global al rezultatelor Aptima HPV Assay intre esantioanele pentru citologie in
mediu lichid ThinPrep si esantioanele din trusa de recoltare si transport al esantioanelor cervicale
Aptima testate pe Analizorul Tigris DTS

Esantion pentru citologie in mediu lichid
ThinPrep
Pozitiv Negativ Total
Pozitiv 234 22 256
Esantion trusa CSCT Aptima
Negativ 10 469 479
Total 244 491 735

Acord pozitiv = 95,9% (92,6 - 97,8)

Acord negativ = 95,5% (93,3 - 97,0)
Acord global = 95,6% (93,9 - 96,9)

Coeficient Kappa = 0,90
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Sensibilitatea analitica

Limita de detectie (LOD) la pragul clinic este concentratia de HPV RNA care determina un
rezultat pozitiv (peste pragul clinic) in 95% din cazuri. Valoarea LOD pentru Aptima HPV
Assay a fost stabilita prin testarea panourilor de dilutie ale transcriptiilor (IVT) in vitro pentru
toate cele 14 genotipuri cu risc ridicat si 4 linii celulare infectate cu HPV: SiHa, HeLa, MS751
si ME180 (ATCC, Manassas, Virginia). Pentru panourile IVT, Tnainte de testare mediul de
transport al esantioanelor a fost insdmantat cu IVT in diferite concentratii apoi a fost diluat cu
esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep negative individuale. Pentru panourile de
celule infectate cu HPV, loturile de probe de esantioane pentru citologie in mediu lichid
ThinPrep au fost insdmantate cu celule infectate cu HPV in diferite concentratii apoi au fost
diluate cu mediu de transport al esantioanelor inainte de testare. Treizeci de replicate din
fiecare nivel de copie au fost testate cu fiecare din cele doua loturi de reactivi, in total 60 de
replicate. Testarea s-a realizat timp de 14 zile, cu 1 pana la 12 procesari pe zi si 5 replicate
ale unui genotip dat si testarea concentratiei la fiecare procesare. Limita de detectie de 95%
a fost calculata in analiza de regresie probit a rezultatelor de pozitivitate pentru fiecare panou
de dilutie.

Rezultatele analizei probit Tabel 31 indica faptul ca HPV 16, 18, 31, 33, 35, 38, 45, 58, 59,
59, 66 si 68 a stabilit limite de detectie de 95% pe mai putin de 100 copii/reactie, iar tipurile
51, 52, 56 si 66 au stabilit limite de detectie de 95% intre 100 si 300 copii/reactie. Cele patru
linii celulare testate au avut limite de detectie de 95% sub 1 celuld/reactie.

Tabel 31: Limita de detectie a pragului clinic al Aptima HPV Assay

Analit Limita de detectie*
(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 24,6 (19,1-34,4)
HPV 45 33,8 (25,7 - 49,4)
HPV 51 206,6 (157,5 - 297,7)
HPV 52 266,2 (205,5 - 373,8)
HPV 56 100,1 (81,9 - 129,9)
HPV 58 48,0 (37,3-68,7)
HPV 59 49,0 (36,4 - 75,9)
HPV 66 168,7 (129,6 - 241,1)
HPV 68 27,0 (20,3 - 40,1)
SiHa 0,30 (0,24 - 0,43)
HelLa 0,18 (0,14 - 0,29)
ME180 0,11 (0,09 - 0,16)
MS751 0,19 (0,14 - 0,33)

*copii per reactie pentru transcriptii in vitro si celule per reactie pentru linii celulare
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Precizia testului

Precizia Aptima HPV Assay a fost evaluatd in doua studii folosind acelasi panou cu 20 de
membri. Studiul 1 s-a derulat in 3 centre de testare existente pentru a stabili reproductibilitatea
testului. Studiul 2 s-a derulat intern, pentru a masura repetabilitatea testului. Panoul a inclus
10 membri cu HPV pozitiv, avand concentratii la sau peste limita de detectie a testului
(pozitivitate anticipata: = 95%), 4 membri cu HPV pozitiv, avand concentratii sub limita de
detectie a testului (pozitivitate anticipata: > 0% péna la < 25%) si 6 membri cu HPV negativ.
Membrii panoului cu HPV pozitiv au fost pregatiti prin insamantarea transcriptiilor (IVT) RNA
in vitro in mediul de transport al esantioanelor (STM) sau in celulele de cultura infectate cu
HPV (SiHa, HeLa, ME180 and MS751; ATCC, Manassas, Virginia) in Solutie PreservCyt.
Membrii panoului cu HPV negativ au fost pregatiti cu STM sau esantioane pentru citologie in
mediu lichid ThinPrep reziduale in loturi de probe.

In Studiul 1, 2 operatori de la fiecare dintre cele 3 centre de testare (1 instrument per centru)
au elaborat o fisa de lucru zilnica pentru Aptima HPV Assay, timp de 3 zile, pentru fiecare
dintre cele 3 loturi de reactivi. Fiecare fisa de lucru continea cate 3 replicate de la fiecare
dintre membrii panoului de reproductibilitate. O suta saizeci si doua (162) de tuburi de proba
individuale au fost testate pentru fiecare membru al panoului (3 centre x 1 instrument x 2
operatori x 3 loturi x 3 fise de lucru x 3 replicate). In Studiul 2, testarea s-a realizat intern,
timp de 20 de zile, cu un total de 162 de reactii testate pentru fiecare membru al panoului
(1 centru x 3 instrumente x 3 operatori x 3 loturi x 2 fise de lucru x 3 replicate).

Membrii panoului sunt descrisi Tn Tabel 32a (membrii panoului cu rezultate pozitive
anticipate) si Tabel 32b (membrii panoului cu rezultate negative anticipate), alaturi de un
rezumat al acordului cu rezultatele anticipate si valorile S/CO ale analitului la percentila
2,5, 50 si 97,5 din distributia S/CO. Variabilitatea S/CO a analitului pentru membrii panoului
cu rezultate pozitive anticipate este indicata in Tabel 33 pentru Studiul 1 si Tabel 34 pentru
Studiul 2.

Acordul pozitiv pentru membrii panoului cu HPV pozitiv avand concentratii la sau peste limita
de detectie a testului a variat intre 95,1% si 100% in Studiul 1 si intre 93,2% si 100% in
Studiul 2 pentru 9 dintre cei 10 membrii ai panoului. Membrul ramas HPV pozitiv al panoului
a obtinut un acord de 77,2% in Studiul 1 si un acord de 79,0% in Studiul 2, valori mai mici
decat cele anticipate insa consecvente in cele 2 studii. Acordul negativ pentru memobrii
panoului cu HPV negativ avand concentratii sub limita de detectie a testului a variat intre
78,8% si 93,8% in Studiul 1 si intre 82,1% si 95,7% in Studiul 2. Acordul cu rezultatele
anticipate pentru membrii panoului cu HPV negativ a variat intre 96,9% si 100% Tn Studiul 1
si intre 96,3% si 100% in Studiul 2.
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Tabel 32a: Studiu 1 si 2 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Descrierea panoului, acordul
pozitiv si distributia valorilor S/CO ale analitului in percentile pentru membrii panoului cu rezultate

pozitive anticipate

Descriere panou
(copii sau
celule/reactie)

Studiul 1
(3 centre de testare)

Studiul 2
(1 centru de testare)

% acord pozitiv
(Cl de 95%)

% acord pozitiv
(Cl de 95%)

HPV 16 si HPV 18
IVT (100 de copii)

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

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

Celule SiHa (3 celule) si
celule HelLa (7,5 celule)

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

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

IVT HPV 18
(100 de copii)

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

100 (160/160)
(97,7, 100)

IVT HPV 16 100 (162/162) 100 (162/162)
(100 de copii) (97,7, 100) (97,7, 100)
Celule MS751 99,4 (161/162) 96,9 (157/162)
(1 celula) (96,6, 99,9) (93,0, 98,7)
Celule ME180 95,1 (154/162) 93,2 (151/162)
(0,3 celule) (90,6, 97,5) (88,3, 96,2)
IVT HPV 18 99,4 (161/162) 100 (162/162)
(30 de copii) (96,6, 99,9) (97,7, 100)
IVT HPV 16 100 (162/162) 97,5 (158/162)
(30 de copii) (97,7, 100) (93,8, 99,0)
Celule HeLa 100 (162/162) 95,6 (152/159)
(2,5 celule) (97,7, 100) (91,2, 97,9)
Celule SiHa 77,2 (125/162) 79,0 (128/162)
(1 celul3) (70,1, 83,0) (72,1, 84,6)

IVT = transcriptie in vitro. IVT a fost insamantat in STM iar celulele au fost insamantate in Solutie PreservCyt.
*% acordului pozitiv anticipat ~95%; s-a observat o valoare inferioara posibil ca urmare a variabilitatii de productie a membrului

panoului.
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Tabel 32b: Studiu 1 si 2 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Descrierea panoului, acordul
negativ si distributia valorilor S/CO ale analitului in percentile pentru membrii panoului cu rezultate

negative anticipate

Descriere panou
(copii sau
celule/reactie)

Studiul 1
(3 centre de testare)

Studiul 2
(1 centru de testare)

% acord negativ
(Cl de 95%)

% acord negativ
(Cl de 95%)

IVT HPV 18 78,8 (126/160) 83,3 (135/162)
(1 copie)* (71,8, 84,4) (76,8, 88,3)
IVT HPV 16 80,9 (131/162) 88,3 (143/162)
(1 copie)* (74,1, 86,2) (82,4, 92,4)
Celule HeLa 79,0 (128/162) 82,1 (133/162)

(0,05 celule)*

(72,1, 84,6)

(75,5, 87,2)

Celule SiHa 93,8 (152/162) 95,7 (155/162)

(0,03 celule)* (89,0, 96,6) (91,4, 97,9)
RS
Rafrer | e
sms | Sl [ ssicere
Lot de probe ThinPrep 1 92953%5985(?)2) 91953(;535(?)2)
Lot de probe ThinPrep 2 9?9%(35;?%2) 9?932(215&/31;2)
Lot de probe ThinPrep 3 1(()87(17621/33)2) 95()9%(;6;;3)2)

STM = mediu de transport al esantioanelor; IVT = transcriptie in vitro. IVT a fost insamantat in STM iar celulele au fost
fnsamantate in Solutie PreservCyt.
*% acordului negativ anticipat > 75% si < 100%.
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Tabel 33: Studiu 1 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Variabilitatea semnalului pentru
membrii panoului cu rezultate pozitive anticipate

. . Intre centre intre intre intre Fise de | In Fise de Total
Descrierea panoului operatori loturi lucru lucru
(copii sau S/CO
celule/reactie) n |mediu| SD |cV (%)| sD |cv (%)| sD |cv (%)| sD [cv (%)| sp |cv (%)| sD [cv (%)

IVT HPV 16 si HPV 18

A
(100 de copii) 1614 234 | 01| 04 |01| 04 | 09| 40 | O | O |16]| 70 |19 | 81

Celule SiHa (3 celule) si

celule HeLa (7,5 celule) 162 | 17,9 0 0 14| 81 0 0 06 | 3,1 51| 286 | 53 | 29,9

IVT HPV 18 (100 de copii) | 162 | 11,8 0 0 0 0 0,8 6,4 0,1 0,9 1,2 | 101 | 1,4 | 12,0

IVT HPV 16 (100 de copii) | 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

Celule MS751 (1 celula) | 162 | 13,3 | 0,3 | 21 0 0 1,0 7,8 0,9 7,1 22| 162 | 26 | 194

Celule ME180 (0,3 celule) [ 162 | 65 | 02| 3,2 0 0 0,6 8,6 0,4 55 24 | 362 | 25 | 37,7

IVT HPV 18 (30 de copii) | 162 | 9,0 | 0,7 7,3 0 0 0,7 7,2 0,8 8,3 23| 253 | 26 | 285

IVT HPV 16 (30 de copii) | 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

Celule HeLa (2,5 celule) | 162 | 12,4 0 0 04| 33 0,4 3,1 0 0 23| 184 | 24 | 19,0

Celule SiHa (1 celula) 162 75 | 03| 37 |10 13,0 0 0 0 0 48 | 636 | 49 | 650

SD = deviatie standard; CV = coeficient de variatie; IVT = transcriptie in vitro; S/CO = raport semnal-prag
O mostra a avut rezultat invalid la Aptima HPV Assay si nu a fost inclusa in analize.

Nota: Variabilitatea fatad de unii factori poate fi negativd numeric. Acest lucru se poate intdmpla dacéa variabilitatea cauzata
de factorii respectivi este foarte micd. In aceste cazuri, SD si CV sunt indicate ca avand valoarea 0.
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Tabel 34: Studiu 2 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Variabilitatea semnalului pentru
membrii panoului cu rezultate pozitive anticipate

. ) intre intre Intre loturi intre Figse de | in Fise de Total
Descrierea panoului instrumente | operatori lucru lucru
(copii sau S/CO
celule/reactie) n | mediu| SD |CV (%) | SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD [CV (%)| SD |CV (%)

IVT HPV 16 si HPV 18

(100 de copii) 162 232 04| 15 |06| 23 | 08| 34 |08 | 34 [ 15| 63 |20 | 84

Celule SiHa (3 celule) si

celule HeLa (7,5 celule) 162 | 18,6 0 0 1,71 93 0 0 35| 186 | 3,7 | 20,0 | 54 | 28,9

IVT HPV 18 (100 de copii) [160*| 11,9 | 0,1 06 (02| 16 0,8 7,0 0,4 3,6 13| 11,3 | 1,7 | 13,8

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

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

Celule ME180 (0,3 celule) | 162 | 5,8 0 0 06| 10,8 | 0,5 9,4 221369 | 1,7 | 297 | 29 | 495

IVT HPV 18 (30 de copii) | 162 | 88 | 04 44 |105]| 6,0 0,7 7,9 10| 15 [ 19| 214 | 24 | 26,6

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

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

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

SD = deviatie standard; CV = coeficient de variatie; IVT = transcriptie in vitro; S/ICO = raport semnal-prag
ACinci mostre au avut rezultate invalide la Aptima HPV Assay (2 pentru IVT HPV 18 (100 de copii), 3 pentru celule HelLa
(2,5 celule)) si nu au fost incluse in analize.

Nota: Variabilitatea fata de unii factori poate fi negativd numeric. Acest lucru se poate intdmpla dacé variabilitatea cauzata
de factorii respectivi este foarte mica. In aceste cazuri, SD si CV sunt indicate ca avand valoarea 0.

S-a derulat de asemenea un al treilea studiu pentru a stabili reproductibilitatea testului prin
testarea unui panou de 6 membri de esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep,
clinice, in lot de probe. Sase loturi de probe unice de esantioane pentru citologie Th mediu
lichid ThinPrep HPV negative reziduale au fost pregatite ca matrice, dintre care doua au fost
testate ca membri ai panoului HPV negativ. Patru loturi de probe unice de esantioane pentru
citologie Tn mediu lichid ThinPrep HPV pozitive au fost utilizate pentru a pregati memobrii
panoului cu HPV pozitiv scazut (n=2) si Tnalt (n=2). Membrii panoului cu rezultate pozitive
scazute au avut concentratii la limita de detectie a testului (pozitivitate anticipata: = 95%
stabilita pentru fiecare lot de probe HPV pozitive individuale, din testarea dilutiilor in serie din
loturile de probe). Membrii panoului cu rezultate pozitive inalte au avut concentratii la

1-2 loguri peste limita de detectie estimata pentru fiecare lot de probe HPV pozitiv individual
(pozitivitate anticipatd: 100% pozitivitate). In ziua testérii, fiecare membru al panoului a fost
transferat (1 ml) intr-un tub de transfer al esantioanelor Aptima care continea STM. Testarea
a fost realizata intern, de catre 2 operatori care au folosind 1 lot de reactivi, 3 instrumente,
timp de 6 zile (3 zile pentru fiecare operator), prin testarea a 2 procesari pe zi in care panoul
a fost testat in duplicat.

Membrii panoului sunt descrisi in Tabel 35, alaturi de un rezumat al acordului cu rezultatele
anticipate si valorile S/CO ale analitului la percentila 2,5, 50 si 97,5 din distributia semnalului.
Variabilitatea S/CO a analitului pentru membrii panoului cu rezultate pozitive anticipate este
indicata in Tabel 36.
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Acordul a fost 100% pentru membrii panoului cu HPV pozitiv, =2 98,6% pentru membrii
panoului cu HPV pozitiv scazut si = 94,4% pentru membrii panoului cu HPV negativ.

Tabel 35: Studiu 3 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Descriere panou, acord procent

Descriere panou ey
(Cl de 95%)
Pozitiv scazut 1 ?gfs(,ggg))
Pozitiv scazut 2 1(825721/55))
Pozitiv Tnalt 1 1(825)721/55))
Pozitiv Tnalt 2 1(825721/55))
Negativ 1 S(agfs(,7€:g82))
Negativ 2 S(aggé,ﬁggg))

Tabel 36: Studiu 3 de reproductibilitate a Aptima HPV Assay: Analiza semnalului pentru membrii
panoului, cu rezultate pozitive anticipate

intre intre Intre intre Fise de | In Fise de
. . . ’ ’ Total
instrumente | operatori loturi lucru lucru
S/CO
Descriere panou n | mediu | SD [CV (%)| SD [CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)
Pozitiv scazut 1 72 9,8 0 0 0 0 0 0 22 | 228 | 3,0 | 304 | 3,7 | 38,0
Pozitiv scazut 2 72 10,5 22| 21,0 | 09 9,0 3,7 | 353 | 27| 26,1 | 52 | 495
Pozitiv tnalt 1 72 22,7 1,3 5,6 0 0 0,1 0,5 30| 133 | 3,7 | 164 | 50 | 21,9
Pozitiv inalt 2 72 23,9 0 0 0 0 0 0 29| 123 [ 3,0 | 124 | 42 | 174

SD = deviatie standard; CV = coeficient de variatie; S/CO = raport semnal-prag
Nota: Variabilitatea fatad de unii factori poate fi negativd numeric. Acest lucru se poate intdmpla dacé variabilitatea cauzata

de factorii respectivi este foarte mica. In aceste cazuri, SD si CV sunt indicate ca avand valoarea 0.
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Reactivitate incrucisata

Specificitatea analitica a Aptima HPV Assay a fost evaluatd cu mediul de solutie PreservCyt
diluat 1:2:9 in mediul de transport al esantionului Aptima si insamantat cu bacterii de cultura,
drojdie sau fungi, virusi de cultura sau transcriptii in vitro cu HPV de risc scazut. Organismele
si concentratiile de testare sunt descrise in Tabel 37. Criteriile impuse in studiu pentru

evaluarea efectului pe care il are prezenta microorganismelor asupra specificitatii testului au
avut la baza pozitivitatea. Reactivitatea incrucisatd a fost observata la genotipurile HPV 26,

67, 70 si 82 cu risc scazut, insa la niciunul dintre celelalte organisme testate.

Tabel 37: Panoul pentru specificitatea analitica: Organisme si concentratie fara reactivitate

incrucisata
Concentratie .
.. Concentratie
. de testare fara . .
Organism L Organism de testare fara
reactivitate L - s ex
- s s reactivitate incrucigata
incrucisata
Acinetobacter Iwoffii 1x10® CFU/mlI Listeria monocytogenes 1x10® CFU/mlI
Actinomyces israelii 1x10° CFU/mlI Micrococcus luteus 1x10° CFU/mlI

Alcaligenes faecalis

1x10° CFU/ml

Mobiluncus curtisii

2x10" CFU/ml

Atopobium vaginae

5x10" CFU/ml

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/ml

Bifidobacterium adolescentis

1x10° CFU/ml

Neisseria gonorrhoeae

1x10° CFU/ml

Bifidobacterium breve

1x10° CFU/ml

Neisseria gonorrhoeae si
Chlamydia trachomatis

2,5x10” CFU/m
2,3x10° TCID5/ml

Campylobacter fetus-fetus

1x10° CFU/ml

Neisseria meningitidis

1x10° CFU/ml

Chlamydia trachomatis

3,2x10° TCIDgg/ml

Peptoniphilus lacrimalis

1x10° CFU/ml

Clostridium difficile

6x10" CFU/ml

Peptostreptococcus anaerobius

1x10° CFU/ml

Clostridium perfringens

1x10° CFU/ml

Propionibacterium acnes

1x10° CFU/ml

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/ml

Serratia marcescens

1x10° CFU/ml

Fusobacterium nucleatum

1x10° CFU/ml

Staphylococcus aureus

1x10° CFU/ml

Gardnerella vaginalis

1x10° CFU/ml

Staphylococcus epidermidis

1x10° CFU/ml

Haemophilus ducreyi

1x10° CFU/ml

Staphylococcus saprophyticus

1x10° CFU/ml

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/ml

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1x10° CFU/ml

Ureaplasma urealyticum

1x10° CFU/ml

Lactobacillus jensenii

1x10° CFU/ml
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Tabel 37: Panoul pentru specificitatea analitica: Organisme si concentratie fara reactivitate
incrucisata (continuare)

Concentrat,viev Concentratie
Organism d?_‘:aez::;:aftaera Organism de testare fara
Incrucisata reactivitate incrucisata
Drojdie/protozoare
Candida albicans 1x10° CFU/mi H Trichomonas vaginalis 1x107 celule/ml
Virusi
Adenovirus 2 1x107 vp/ml Virusul Herpes simplex de tip 1 2,5x10° TCIDgo/ml
Citomegalovirus 5,6x102 TCIDgo/ml Virusul Herpes simplex de tip 2 5x10* TCIDgp/ml
Virusul Epstein-Barr 4,3x10° TCIDgq/ml SVv40 1,2 x10* TCIDgo/ml
HIV-1 1,0x10° copii/ml
Genotipuri HPV nevizate
HPV 6 2,5x10° copii/ml HPV 61 2,5x10° copii/ml
HPV 11 2,5x10° copii/ml HPV 67 1 copie/ml
HPV 26 2,5 copii/ml HPV 69 2,5x10° copii/ml
HPV 30 2,5x10° copii/ml HPV 70 1 copie/ml
HPV 34 2,5x10° copii/ml HPV 71 2,5x10° copii/ml
HPV 42 2,5x10° copii/ml HPV 73 2,5x10° copii/ml
HPV 43 2,5x10° copii/ml HPV 81 2,5x10° copii/ml
HPV 44 2,5x10° copii/ml HPV 82 1 copie/ml
HPV 53 2,5x10° copii/ml HPV 85 2,5x10° copii/ml
HPV 54 2,5x10° copii/ml
vp = particule virale CFU = unitati formatoare de colonii TCID5g = doza infectanta 50 pentru culturi de tesuturi

Nota: Textul aldin indicd tipurile in care s-a observat reactivitatea incrucisata (> 5% pozitivitate) la testarea la concentratii mai
mari decéat cele specificate in tabel.

Sensibilitatea analitica a Aptima HPV Assay in prezenta microorganismelor a fost evaluata
cu acelasi panou descris in Tabel 37, insaméantat de asemenea cu o concentratie scazuta de
celule SiHa infectate cu HPV (1 celula per reactie). Criteriile impuse in studiu pentru
evaluarea efectului pe care il are prezenta microorganismelor asupra sensibilitatii testului au
avut la baza pozitivitatea. Sensibilitatea Aptima HPV Assay nu a fost afectata de niciunul
dintre organismele testate.

Interferenta

Substantele descrise Tn Tabel 38 au fost insamantate individual in solutie PreservCyt la 1%
si 10% volum/volum sau masa/volum, diluate cu STM si testate cu Aptima HPV Assay. Toate
substantele au fost testate atat in prezenta cat si in absenta celulelor de cultura infectate cu
HPV (SiHa, 3 celule/reactie). Interferenta a fost observata la doi dintre cei sapte lubrifianti
care contineau Polyquaternium 15 si una dintre cele cinci medicatii antifungice care
contineau tioconazol. Interferenta nu a fost observata la niciuna dintre celelalte substante
testate.
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Tabel 38: Substante testate pentru identificarea eventualei interferente cu Aptima HPV Assay

Categoria de produs

Marca sau tipul produsului

Cea mai inalta concentratie*
testata care nu a afectat
realizarea testului

Target Brand Tioconazole 1

Lubrifiant KY Sensual Mist 10% viv
KY Warming Jelly 10% w/v
KY Warming Liquid 10% viv
CVS Brand Personal Lubricant 10% wiv
IiLgriegaizand Warming Massage Lotion and Personal 10% viv
Astroglide Personal Lubricant (0,075% w?\;?:fo\t,)v;vde testare)
Target Brand Lubricating Liquid (0,025% v/(\)/,:)(;/gt;/;vde testare)
Spermicid Gynol Il Vaginal Contraceptive Original Formula 10% w/v
Gynol Il Vaginal Contraceptive Extra Strength 10% w/v
Delfen Vaginal Contraceptive Foam 10% w/v
Encare Vaginal Contraceptive 10% w/v
Conceptrol Vaginal Contraceptive 10% w/v
Medicamente antifungice/ |Vagisil Maximum Strength 10% w/v
antl-prurit Monistat Soothing Care 10% w/v
Monistat 3 Combination Pack 10% w/v
0,3% wiv

(0,075% wiv proba de testare)

Target Brand Miconazole 3 10% w/v
Acid acetic glacial EMD M/N AX0073-11 10% viv
Sange integral Sange integral 10% viv

*Lubrifianti intimi ce contin Polyquaternium 15.
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Rezultate anticipate pentru Analizorul Panther: Prevalenta mRNA HPV
cu risc crescut

Prevalenta infectarii cu HPV de risc crescut variaza pe scara larga si este influentatd de o
serie de factori, unde véarsta are cea mai mare contributie.®* Au fost desfasurate multe studii
pentru a investiga prevalenta HPV in baza detectarii HPV DNA, insa sunt putine studii care
sa raporteze prevalenta in baza detectarii mMRNA HPV oncogen. Femei din diverse centre
clinice (n=18) reprezentand o ampla distributie geografica si o populatie diversa (10 state din
cadrul Statelor Unite ale Americii) au fost Tnscrise intr-un studiu clinic prospectiv, cunoscut
sub numele de studiul CLEAR.* Conform Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther,
prevalenta probelor cu mRNA HPV pozitiv observata in cadrul studiului a fost clasificata la
nivel general, pe grupe de varsta si pe centru de testare. Rezultatele pentru populatii
ASC-US (celule scuamoase atipice de semnificatie nedeterminata) si NILM (negativ pentru
leziuni intraepiteliale sau malignitate) sunt ilustrate in Tabel 39.

Tabel 39: Prevalenta mRNA HPV de risc crescut pe grupe de varsta, centru de testare si comasate

Rata rezultatelor pozitive % (x/n)

Populatia ASC-US Populatia NILM

(2 21 ani) (2 30 ani)
Toate 42,3 (404/956) 4,7 (512/10,860)
Grupa de varsta (ani)
intre 21 si 29 60,0 (251/418) N/A
intre 30 si 39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4192)

240 19,0 (562/273)

3,4 (226/6668)

Centru de testare

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 = Nu este cazul
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Conceptul studiului clinic asupra Aptima HPV Assay cu esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep Aptima""

Conceptul studiului clinic asupra Aptima HPV Assay cu esantioane
pentru citologie in mediu lichid ThinPrep

Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther a fost evaluat folosind esantioane citologice
reziduale de referinta recoltate de la paciente care au consimtit, pe parcursul studiului clinic
multicentric, prospectiv, din SUA, cunoscut ca studiul clinic CLEAR.*

Studiul CLEAR - evaluarea initiala

Studiul CLEAR s-a derulat pentru a determina performanta clinica a Aptima HPV Assay pe
Analizorul Tigris DTS in detectarea neoplaziei cervicale intraepiteliale de grad Il sau a bolii
cervicale mai grave (2CIN2). Studiul CLEAR a constat dintr-o evaluare initiala si o evaluare
de urmarire la 3 ani. Au fost inrolate paciente fie in studiul ASC-US fie in studiul NILM in
functie de rezultatele citologice de la screening-ul de rutina ce viza cancerul cervical. Populatia
studiului ASC-US a inclus femei de 21 de ani si peste cu rezultate citologice ASC-US, iar
populatia studiului NILM a inclus femei de 30 de ani si peste cu rezultate citologice NILM.
Studiul NILM a fost conceput pentru a confirma necesitatea de screening suplimentar la
femeile de 30 de ani si peste, deoarece femeile din aceasta grupa de varsta cu rezultate
citologice ce indica afectiuni mai severe decat ASC-US trebuie sa continue cu o colposcopie
indiferent de starea HPV.*

Au fost Tnscrise paciente din 18 centre clinice, in principal clinici de obstetrica/ginecologie,
care acopereau o ampla distributie geografica si o populatie diversa. Pacientele eligibile au
fost alocate in studiul ASC-US sau NILM in functie de esantionul pentru citologie in mediu
lichid ThinPrep care a constituit trimiterea. La momentul initial, restul esantioanelor de
trimitere din grupul femeilor din studiul ASC-US si studiul NILM au fost testate initial atat cu
Aptima HPV Assay pe Analizorul Tigris DTS cét si cu un test HPV DNA disponibil pe piata.
Esantioanele au fost arhivate si pastrate la -70 °C pana cand au fost testate cu Aptima HPV
Assay pe Analizorul Panther.

La momentul initial al studiului CLEAR (faza initiala), toate pacientele din studiul ASC-US au
fost trimise pentru efectuarea unei colposcopii, indiferent de rezultatele testului HPV. Au fost
obtinute o biopsie in cadrul unui chiuretaj endocervical (ECC) si biopsii cervicale prin ciupire
(1 biopsie din fiecare din cele 4 cadrane). Daca era vizibila o leziune, a fost recoltata o
biopsie prin ciupire (metoda dirijata, 1 biopsie per leziune) iar din cadranele fara leziuni
vizibile au fost recoltate biopsii la jonctiunea scuamo-cilindrica (metoda aleatorie).

In cadrul studiului NILM, pacientele cu rezultate pozitive la Aptima HPV Assay pe Analizorul
Tigris DTS si/sau testul HPV DNA disponibil pe piata, precum si paciente selectate aleatoriu
cu rezultate negative la ambele teste, au fost trimise pentru colposcopie la evaluarea initiala.
Pacientele selectate aleatoriu cu rezultate negative la ambele teste au fost incluse pentru a
corecta deviatia de verificare cu estimari de performanta ajustatd generate cu ajutorul
metodei de imputare multipla. A fost obtinuta o biopsie ECC de la fiecare pacienta careia i
s-a efectuat o colposcopie. Biopsiile prin ciupire au fost recoltate exclusiv din leziuni vizibile
(metoda dirijata, 1 biopsie per leziune).

Starea bolii a fost determinata in baza unui panou de analiza histologica in consens, care
s-a bazat pe acordul intre cel putin 2 experti patologi. Expertilor patologi nu li s-a prezentat
starea HPV a pacientei. De asemenea, nu li s-a prezentat starea citologica, precum nici
diagnosticele de histologie ale celuilalt. in cazul in care toti cei 3 experti aveau pareri
contradictorii, toti 3 patologii au analizat lamele la un microscop multi-observatie, pentru a
ajunge la un consens. Investigatorilor, medicilor si pacientelor nu li s-au comunicat rezultatele
testului HPV pana dupa finalizarea colposcopiei, pentru a evita influentarea.
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La momentul initial, a fost evaluata performanta clinica a Aptima HPV Assay in detectia
2CIN2 si a neoplaziei cervicale intraepiteliale de grad Ill sau a bolii cervicale mai grave
(=2CIN3), fata de starea bolii cervicale stabilita la momentul initial. A fost de asemenea
stabilitd performanta clinica a testului HPV DNA disponibil pe piata, in vederea compararii
directe cu rezultatele Aptima HPV Assay.

Studiul CLEAR - evaluarea de urmarire

Pacientele din studiul NILM din 14 centre clinice au fost eligibile sa participe la faza de
urmarire de 3 ani a studiului daca: i) la momentul initial, li s-a efectuat o colposcopie si nu
prezentau 2CIN2 sau ii) nu li s-a efectuat o colposcopie la momentul initial. Faza de urmarire
a studiului a constat in vizite anuale. La aceste vizite s-au recoltat de la fiecare pacienta
probe cervicale pentru citologie, iar unele paciente au fost testate de asemenea folosind un
test HPV disponibil pe piata. Pacientele cu ASC-US sau cu rezultate citologice mai severe in
perioada de urmarire au fost trimise pentru colposcopie folosind aceleasi proceduri de
biopsie si histologie realizate pentru evaluarea initiala din studiul NILM. Starea bolii cervicale
stabilita la vizita de referinta a fost considerata ,negativa” in functie de citologia NILM sau, in
cazul pacientelor cu rezultate anormale la testele citologice, in functie de rezultatele normale
sau CIN1 indicate de un panou de analiza histologica in consens. S-a considerat ca
pacientele la care s-a detectat =CIN2 in perioada de urmarire au incheiat perioada de
urmarire si nu s-au prezentat la vizite dupa detectia 2CIN2. Perioada de urmarire a fost
considerata incheiata la pacientele la care nu s-a detectat 2CIN2 in perioada de urmarire
insa s-au prezentat la o vizitd de studiu in anul de urmarire 1 si/sau anul de urmarire 2 si
care s-au prezentat la o vizita de studiu in anul de urmarire 3.

Obiectivul studiului de urmarire a fost sa compare riscul cumulat la 3 ani asociat cu boala

cervicala la paciente cu rezultate pozitive la Aptima HPV Assay la momentul initial cu riscul
cumulat la 3 ani asociat cu boala cervicala la paciente cu rezultate negative la Aptima HPV
Assay la momentul initial. Starea bolii cervicale la 3 ani a fost stabilitd dupa cum urmeaza:

+ Stare pozitiva a bolii cervicale (2CIN2 si/sau 2CIN3) — Paciente cu 2CIN2 detectat la
momentul initial sau pe durata urmaririi.

» Stare negativa a bolii cervicale (<CIN2) — Paciente la care nu s-a detectat =CIN2 la
incheierea urmaririi Si la care nu s-a considerat ca starea bolii cervicale este
,nedeterminata’”.

+ Stare nedeterminata a bolii cervicale — Paciente cu rezultate anormale la testele
citologice din perioada de urmarire si care nu au obtinut un rezultat ulterior la un panou
de analiza histologica in consens sau pacientele cu citologie inadecvata la ultima vizita.

* Retragere in perioada de urmarire — Paciente care nu au incheiat urmarirea si la care nu
s-a considerat ca starea bolii cervicale este ,nedeterminata”.

A fost evaluata performanta clinica a Aptima HPV Assay in Analizorul Panther pentru
detectia 2CIN2 si a 2CIN3 fata de starea bolii cervicale stabilita la 3 ani.
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Performanta testului cu Analizorul Panther

Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay

In total, Tn studiul ASC-US au fost inrolate 1252 de paciente cu varsta peste 21 de ani, cu
rezultate citologice ASC-US; dintre acestea, 294 de paciente au fost retrase. Restul de 958
de paciente au fost eligibile in vederea testarii cu Analizorul Panther. La doua paciente lipseau
probe si 19 paciente au primit un diagnostic nedeterminat; toate acestea au fost excluse din
analiza. Restul de 937 de paciente evaluabile aveau varsta peste 21 de ani, cu rezultate
citologice ASC-US, rezultate ale Aptima HPV Assay la Analizorul Panther si stare concluziva
a bolii. Nouazeci si una (91) de paciente aveau 2CIN2, iar patruzeci si una (41) aveau
2CIN3. Prevalenta 2CIN2 si 2CIN3 la paciente evaluabile cu rezultate citologice ASC-US

a fost de 9,7%, respectiv 4,4%. Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay in functie de
diagnosticele din panoul de analiza histologica in consens sunt prezentate in Tabel 40.

Tabel 40: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay in functie de
diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens

Rezultatul Diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens

testului Testul HPV

Aptima HPV* DNA Nedeterminat** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Pozitiv Pozitiv 6 178 110 40 32 1 367
Pozitiv Negativ 0 5 2 0 2 0 9
Pozitiv Niciun 0 15 11 0 2 0 28

rezultat

Negativ Pozitiv 0 39 15 3 3 0 60
Negativ Negativ 10 372 53 7 1 0 443
Negativ Niciun 3 39 7 0 0 0 49

rezultat***

Total 19 648 198 50 40 e 956

*Toate probele au obtinut rezultate finale valide (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare
procedura).

**19 subiecti au participat la vizita colposcopica insa nu s-a putut stabili un diagnostic din urmatoarele motive: < 5 esantioane
de biopsie obtinute, toate cu rezultate histologice Normale/CIN1 (n=15), fara biopsii recoltate (n=3), si lame de biopsie pierdute
(n=1).

***77 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

****Un subiect avea adenocarcinom in situ (AlS).

Estimarile performantei clinice a Aptima HPV Assay incluzand sensibilitatea, specificitatea,
valoarea predictiva pozitiva (PPV) si valoarea predictiva negativa (NPV) pentru detectia
2CIN2 si 2CIN3 pe baza evaluarii tuturor biopsiilor si incluzand doar biopsiile dirijate sunt
indicate in Tabel 41, la fel si estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe piata.
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Performanta testului cu Analizorul Panther

Tabel 41: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=937 N=863*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Toate biopsiile
Sensibilitate (%) (787%61 ) (75,8, 90,6) (789%89) (80,5, 93.8)
— 62,1 55,8
0, ’ E)
Specificitate (%) (522846) (58,7, 65,3) wsorna) (52,3, 59.3)
193 18.8
0, 7 3
PPV (%) (771368) (17.3,21.2) (790i1) (17,0, 20.4)
974 977
0, ’ 3
NPV (%) (525/539) (96,0, 98.5) ws2442) (96,2, 98.8)
Prevalents (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
>CIN2
Biopsii dirijate**
Sensibilitate (%) (5%1(;600) (79,9, 95,3) (5953;;529) (83,8, 97,3)
— 60,8 545
0, ’ E)
Specificitate (%) Py (57,5, 63.9) wsTen2) (51,0, 57,9)
136 13.1
0, 7 3
PPV (%) (s4r367) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98.9 991
0, ’ 3
NPV (%) (5311557) (97,8, 99.6) 3T (97,9, 99.7)
Prevalents (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
Toate biopsiile
Sensibilitate (%) (3973;121 ) (77,5, 96,1) (3962/‘339) (79,7, 97.3)
Specificitate (%) (5355%796) (56,5, 62,9) ( 4359%32 " (49,9, 56.7)
9.3 8.6
0, ’ 3y
PPV (%) (37/368) (8,0, 10,3) G6/i21) (7.4,9.4)
99.3 99.3
\ , ,
NPV (%) (5351559) (98,3, 99.8) 4361442) (98,3, 99.8)
Prevalents (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
>CIN3
Biopsii dirijate**
Sensibilitate (%) (2973;‘219) (78,0, 98,1) (297?‘248) (82,3, 99,4)
Specificitate (%) (5355%06) (55,8, 62.2) “ 4502/583 " (49,4, 56,1)
6,8 6,4
0, ’ 3y
PPV (%) (27/398) (5.7,7.5) (27/421) (55,7.0)
99.6 99.8
0, ’ )
NPV (%) (5351557) (98,8, 100) w40441) (98,9, 100)
Prevalents (%) 3,1 (29/935) 3,2 (28/862)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
**Rezultatul la testul histologic in consens a fost derivat folosind doar rezultatele din biopsiile dirijate. Pacientele fara biopsii
dirijate indica o colposcopie normala si sunt incluse in aceste analize ca fiind neafectate de boald (<CIN2 sau <CIN3, dupa
caz). Nu s-a ajuns intotdeauna la un consens atunci cand s-au inclus doar biopsii dirijate.
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La evaluarea tuturor biopsiilor, estimarile de sensibilitate clinica ale Aptima HPV Assay si ale
testului HPV DNA disponibil pe piata pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3, atunci cand au fost
disponibile rezultatele ambelor teste, au fost similare (diferentele de estimari de sensibilitate
nu au fost semnificative statistic). Pentru 2CIN2, diferenta de sensibilitate a fost de -4,5%
(Cl de 95%: -12,2%, 2,5%). Estimarile de specificitate clinica ale Aptima HPV Assay pentru
detectia 2CIN2 si 2CIN3 au fost mai mari decét cele ale testului HPV DNA disponibil pe piata
(diferentele de estimari de specificitate au fost semnificative statistic). Pentru 2CIN2,
diferenta de specificitate a fost de 6,1% (CI de 95%: 4,2%, 8,2%). NPV au fost similare insa
pentru detectia 2CIN2, PPV pentru Aptima HPV Assay a fost usor mai mare decat PPV
pentru testul HPV DNA disponibil pe piata (19,3% fata de 18,8%).

Dintre cele 91 de cazuri 2CIN2, 60 (65,9%) au fost identificate in biopsii dirijate si 31 (34,1%)
au fost identificate din biopsii aleatorii si/sau ECC (adica nu din biopsii dirijate). Aceste
concluzii sunt comparabile cu rezultatele din studii publicate, in care aproximativ 25% pana
la 40% dintre cazurile 2CIN2 au fost identificate doar din esantioanele de biopsie aleatorie
si/sau ECC.** Folosind doar biopsii dirijate pentru a stabili starea bolii (presupunand ca
femeile fara biopsii dirijate au obtinut rezultate histologice normale deoarece nu erau
prezente leziuni vizibile), prevalenta 2CIN2 si 2CIN3 in studiu a fost de 6,4%, respectiv
3,1%. Estimarile de sensibilitate clinica pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 au fost mai mari
pentru ambele teste in care s-au folosit doar biopsii dirijate fata de estimarile calculate
folosind toate biopsiile. Specificitatea clinica obtinuta folosind doar biopsii dirijate a fost
similara cu specificitatea obtinuta folosind toate biopsiile incluse, pentru ambele teste. Tn mod
corespunzator, atunci cand s-au utilizat doar biopsii dirijate, specificitatea Aptima HPV Assay
a fost semnificativ superioara celei obtinute la testul HPV DNA disponibil pe piata.

Estimarile performantei clinice a Aptima HPV Assay si ale testului HPV DNA disponibil pe
piata sunt prezentate pe grupe de varsta in Tabel 42 si Tabel 43 (2CIN2, respectiv 2CIN3,
pe baza evaluarii tuturor biopsiilor).
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Tabel 42: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=937 N=863*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilitate (%) (5%3651) (78,2, 94.3) (59;;599) (86,1, 98.3)
e 44,9 35,5
0, ’ )
intre 21 si Specificitate (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
29 de ani 21,7 20,8
0, ’ )
PPV (%) (54/249) (19,3, 23,9) (56/269) (19,0, 22,5)
95,8 97,5
0, ’ ’
NPV (%) (159/166) (92,3, 98,1) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevalenta (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
Sensibilitate (%) ( 1875/’200) (64,0, 94,8) ( 186(;’200) (58,4, 91,9)
e 66,4 61,9
0, ’ ’
intre 30 5i Specificitate (%) (1601241) (60,2, 72,1) (135/218) (55,3, 68,1)
39 de ani 17,3 16,2
0, ’ 3y
PPV (%) (17/98) (13,1, 21,1) (16/99) (11,8, 19,8)
98,2 97,1
o , ,
NPV (%) (160/163) (95,7, 99,6) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalenta (%) 7.7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
Sensibilitate (%) (25’1’8) (31,3, 83,2) (;?1’8) (39,7, 89,2)
Specificitate (%) (20862/’215 . (76,9, 86,3) p 8709;’2626) (73,9, 84.4)
2 40 de ani 8 132
0 , ,
PPV (%) 6/51) (5,6, 17,7) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
0, ’ )
NPV (%) (206/210) (96,6, 99,4) (180/183) (96,6, 99,6)
Prevalents (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Tabel 43: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN3 pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=937 N=863*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
N=415 N=389
Sensibilitate (%) (296?'237) (81,7, 99.3) (215(/)25) (86,7, 100)
. 42,5 33,0
0 , ,
intre 21 si Specificitate (%) (165/388) (37,7, 47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
29 de ani 10.4 93
0, ’ )
PPV (%) (26/249) (9,0, 11,5) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
0, )
NPV (%) (165/166) (97,2, 100) (120/120) (97,5, 100)
Prevalenta (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
Sensibilitate (%) ?8%% (56,5, 98,0) (777/';; (45,3, 93,7)
. 64,3 59,8
0, ’ )
intre 30 si Specificitate (%) (162/252) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
39 de ani PPV (% 8,2 5,0, 10,1 7.1 4,0,9,2
(%) (8/98) (5.0, 10.1) (7199) (4.0.9.2)
99,4 98,6
0, ’ )
NPV (%) (162/163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalenta (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
Sensibilitate (%) 2350) (23,1, 88,2) 2350) (37,6, 96,4)
Specificitate (%) (20881/'2356) (76,0, 85,6) y 872%'283 N (73,1, 83.6)
2 40 de ani 59 =5
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)
Prevalenta (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Performanta testului cu Analizorul Panther

Riscul absolut de boala (=CIN2 si 2CIN3, pe baza evaluarii tuturor biopsiilor) indicat de
rezultatul Aptima HPV Assay si riscul relativ al bolii pentru rezultate pozitive fatd de negative
la Aptima HPV Assay sunt indicate in Tabel 44, la fel si estimarile pentru testul HPV DNA
disponibil pe piata. Riscul relativ 2CIN2 a fost 7,4 (Cl de 95%: 4,3, 13,0), indicand ca o
pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay prezenta o probabilitate de 7,4 ori mai
mare de a avea 2CIN2 fatd de o femeie cu rezultat negativ la Aptima HPV Assay. Riscul
relativ 2CIN3 a fost 12,5 (Cl de 95%: 4,5, 34,9).

Tabel 44: Populatia ASC-US 2 21 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA

Aptima HPV Assay

Testul HPV DNA

N=937 N=863*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
. 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
Pozitiv
(17,3, 21,2) 74 (17,0, 20,4) 83
SCINZ Neaativ 2,6 (14/539) (4.3,13,0) 2,3 (10/442) (4.4, 15.8)
9 (1,5, 4,0) (1,2,38)
Prevalent (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
. 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Pozitiv
(8.0, 103) 125 (7:4,94) 126
>CIN3 Negativ 0,7 (41539) (4.5, 34.9) 07 (3/442) (3.9, 40.6)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)

Prevalenta (%)

4,4 (41/937)

4,5 (39/863)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Performanta testului cu Analizorul Panther Aptima”

Estimarile riscului absolut si relativ (2CIN2 si 2CIN3, pe baza evaluarii tuturor biopsiilor)

pentru Aptima HPV Assay si testul HPV DNA disponibil pe piata sunt prezentate pe grupe
de varsta in Tabel 45.

Tabel 45: Populatia ASC-US 2= 21 de ani: Riscurile absolute si relative de ZCIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA pe grupe de varsta

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=937 N=863*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Varsta Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=415 N=389
Pozitiv 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
intre 21 si (19,3, 23,9) 5,1 (19,0, 22,5) 8,3
29 de ani Negativ 4,2 (7/166) (2,4, 11,0) 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
(1,9,7,7) (0,6, 6,4)
Prevalenti (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
W 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
Pozitiv
scIN2 | Tntre 30 si (13,1, 21,1) 9,4 (11,8, 19,8) 56
- 39 de ani Neqativ 1,8 (3/163) (2,8, 31,3) 2,9 (4/139) (1,9, 16,3)
9 (0,4, 4,3) (0,9, 5,9)
Prevalenta (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
" 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
Pozitiv (56,17.7) 6.2 (69,18,7) 8.1
240 de ani ’ ’
Negativ 1,9 (4/210) (1,8,21,1) 1,6 (3/183) (2,2,30,1)
9 (0,6, 3,4) (0,4, 3,4)
Prevalents (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N=415 N=389
. 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
Pozitiv
intre 21 si (9,0, 11,5) 17,3 (8,2, 10,0) Nu se poate
29 de ani Negativ 0,6 (1/166) (2,4, 127) 0,0 (0/120) calcula
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevalenti (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
" 8,2 (8/98) 7.1 (7/99)
Pozitiv
scIN3 | intre 30 si (5,0, 10,1) 13,3 (4,0,9,2) 4,9
- 39 de ani Neqativ 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0, 23,2)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevalenti (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
N 5,9 (3/51) 7.5 (4/53)
© 40 do an Pozitiv (16,9.7) 6.2 (2.9,10.7) 13,8
2 e ani
Negativ 1,0 (2/210) (1,1, 36,0) 0,5 (1/183) (1,6, 121)
9 (0,1, 2,0) (0,0, 1,8)
Prevalenta (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA fin principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Populatia NILM 2 30 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu esantioanele
pentru citologie in mediu lichid ThinPrep la momentul initial

In total, Tn studiul NILM au fost inrolate 11.644 de paciente cu rezultate citologice NILM;
dintre acestea, 773 de femei au fost retrase. Restul de 10.871 de paciente au fost eligibile n
vederea testarii cu Analizorul Panther. Unsprezece paciente au prezentat probe lipsa si au
fost excluse din evaluarea initiala a Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther. Restul de
10.860 de paciente evaluabile aveau varsta peste 30 de ani, cu rezultate citologice NILM si
rezultate Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther. Dintre cele 512 paciente cu rezultate
pozitive la Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther, 284 au participat la colposcopia de la
momentul initial. Dintre cele 10.348 de paciente cu rezultate negative la Aptima HPV Assay,
580 au participat la colposcopia de la momentul initial. Douazeci (20) de paciente au avut
2CIN2 si unsprezece (11) au avut 2CIN3; 798 de paciente au avut histologie normala/CINT;
46 de paciente au avut stare nedeterminata a bolii. Rezultatele obtinute la Aptima HPV
Assay pe Analizorul Panther in functie de diagnosticul de la momentul initial, din panoul de
analiza histologica in consens, sunt prezentate in Tabel 46.

Tabel 46: Populatia NILM 2= 30 de ani: Rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay si un test HPV
DNA in functie de diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens la momentul initial

Rezultatul Diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens
Aptima HPV Testul HPV
Assay* DNA Nedeterminat** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Cancer Total
Pozitiv Pozitiv 1 211 12 4 7 2 247
Pozitiv Negativ 2 19 0 0 0 1 22
. Niciun
Pozitiv o 2 12 1 0 0 0 15
rezultat
Negativ Pozitiv 10 170 7 2 1 0 190
Negativ Negativ 20 353 9 2 0 0 384
Negativ Niciun 1 4 0 1 0 0 6

rezultat***

Total 46 769 29 9 8 Kl 864

*Toate probele au obtinut rezultate finale valide (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare
procedura).

**46 de subiecti au participat la vizita colposcopica insa nu s-a putut stabili un diagnostic din urmatoarele motive: esantioane
de biopsie determinate a fi inadecvate (n=29), fara biopsii recoltate (n=15), si lame de biopsie pierdute (n=2).

***21 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

****Trei subiecti aveau adenocarcinom in situ (AIS).

Aptima HPV Assay 85 AW-14517-3101 Rev. 003



Performanta testului cu Analizorul Panther

Aptima”

in total, 10.042 de paciente au avut o stare neverificata (inclusiv nedeterminata) a bolii la

momentul initial (Tabel 47). Deoarece la colposcopie au fost trimise doar pacientele selectate
aleatoriu, cu rezultate negative atat la Aptima HPV Assay pe Analizorul Tigris DTS cat si la
testul HPV DNA disponibil pe piata, procentul de paciente cu stare neverificata a bolii a fost
mare in acest grup (96,6%). In vederea ajustérii la aceasta deviatie de verificare, s-a utilizat
o0 metoda de imputare multipla pentru a estima numarul de paciente afectate de boala care

ar fi fost identificat daca toate pacientele ar fi fost supuse la colposcopie. Sunt prezentate
atat estimarile de performanta ajustate la deviatia de verificare, cat si estimarile de
performanta neadaptate obtinute de la 818 paciente cu stare verificata a bolii la momentul

initial.

Tabel 47: Populatia NILM = 30 de ani: Clasificarea pacientelor NILM evaluabile in functie de
rezultatele obtinute la Aptima HPV Assay si la testul HPV DNA, starea bolii (2CIN2 si 2CIN3) si
starea de verificare a bolii

Rezultatul testului Stare a bolii verificata: Stare a bolii verificata: Stare a bolii
Aptima HPV* 2CIN2 2CIN3 neverificata
Testul Total E i E i
HPV DNA | paciente emel i emel i i
Analizorul | Analizorul P afectate de Femei afectate de Femei Femei cu ?tare .
. < neafectate de 9 neafectate de | necunoscuta a bolii
Panther Tigris DTS boala boala (2CIN2) boala boala (2CIN3) (% necunoscut)
(2CIN2) = (2CIN3) = ’
Pozitiv Pozitiv Pozitiv 313 13 189 9 193 111 (35,5%)
Pozitiv Pozitiv Negativ 37 1 18 1 18 18 (48,6%)
Pozitiv Pozitiv Niciun —| ) 0 13 0 13 9 (40,9%)
rezultat
Pozitiv Negativ Pozitiv 70 0 34 0 34 36 (51,4%)
Pozitiv Negativ Negativ 60 0 1 0 1 59 (98,3%)
Pozitiv Negativ Niciun | 10 0 0 0 0 10 (100%)
rezultat
Negativ Pozitiv Pozitiv 46 0 33 0 33 13 (28,3%)
Negativ Pozitiv Negativ 113 1 41 0 42 71 (62,8%)
Negativ Pozitiv Niciun 8 0 4 0 4 4 (50,0%)
rezultat
Negativ Negativ Pozitiv 236 3 144 1 146 89 (37,7%)
Negativ Negativ Negativ 9.354 1 321 0 322 9.032 (96,6%)
. . Niciun o
Negativ Negativ rezultat™ 591 1 0 0 1 590 (99,8%)
Total 10.860 20 798 11 807 10.042 (92,5%)

*Toate probele au obtinut rezultate finale (la testarea initiala sau dupa solutionarea rezultatelor invalide initiale din fiecare
procedura).
**631 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate la testul HPV DNA, in principal din cauza
volumului insuficient de esantion citologic.
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Prevalenta ajustatd a 2CIN2 si 2CIN3 la paciente cu rezultate citologice NILM a fost de
0,9%, respectiv 0,4%. Estimarile ajustate ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2
si 2CIN3 la momentul initial sunt prezentate in Tabel 48. Riscul relativ ajustat al 2CIN2 a fost
7,5 (Cl de 95%: 2,1, 26,3), indicand ca o pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay
prezenta o probabilitate de 7,5 ori mai mare de a avea 2CIN2 fata de o femeie cu rezultat
negativ la Aptima HPV Assay. Riscul relativ ajustat al 2CIN3 a fost 24,9 (Cl de 95%: 2,0,
307,0). Estimarile neajustate ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3
la momentul initial sunt prezentate per total in Tabel 49 si pe grupe de vérsta in Tabel 50.

Tabel 48: Populatia NILM 2 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru

rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA (estimari ajustate la deviatia de verificare) la
momentul initial

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
4,5 3,7
Pozitiv ’ ’
(2.7,7.4) 75 (2.3,6,1) 73
SCINZ Negativ 0.6 (2,1, 26,3) 05 (1,6, 33,5)
(0,2,1,9) (0,1,2,1)
Prevalenta (%) 0,9 0,9
3,0 2,3
Pozitiv ’ ’
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3,4,1) 210
>CIN3 Negativ 01 (2,0, 307,0) 01 (1,0, 423,8)
(0,0, 1,7) (0,0, 2,4)
Prevalenta (%) 0,4 04

Tabel 49: Populatia NILM 2= 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA (estimari neajustate) la momentul initial

Aptima HPV Assay

Testul HPV DNA

N=818 N=800*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
. 5,2 (14/269) 3,8 (16/416)
Pozitiv
(3,5, 6,6) 48 (2,9, 4,5) 49
>CINZ Neaativ 1,1 (6/549) (1.9,12.,3) 0,8 (3/384) (1.4,16.,8)
9 (0,5,1.9) (0,2,1,9)
Prevalents (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
. 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Pozitiv
(2.5,4.3) 204 (16,2.7) -
>CINS Negativ 0,2 (1/549) (2,6, 159) 0,3 (1/384) (1.2,71.8)
9 (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)

Prevalenta (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Tabel 50: Populatia NILM 2= 30 de ani: Riscurile absolute si relative de 2CIN2 si 2CIN3 pentru
rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA pe grupe de varsta (estimari neajustate)
la momentul initial
Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
N=818 N=800*
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Varsta Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
N=383 N=376
. 4,6 (7/153) 3,3 (7/215)
Pozitiv
intre 30 si (2,5,5,9) 53 (1,8,4,1) 26
39 de ani Neqativ 0.9 (2/230) (1,1, 25,0) 12 (21161) (0,6, 12,4)
9 (0.1,22) (0.2,3,2)
Prevalenta (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
2CIN2
N=435 N=424
. 6,0 (7/116) 4,5 (9/201)
Pozitiv (3,2, 8,5) (2,9, 5,3)
240 de ani (1 44'1861) (1 3?0%%1)
Nedgativ 1,3 (4/319) o 0,4 (1/223) T
9 (0,4,2,3) (0,0, 1,8)
Prevalenta (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=383 N=376
. 3,3 (5/153) 2,3 (5/215)
Pozitiv
intre 30 si (16,4.1) 75 (11,2,9) 57
39 de ani Neaativ 0,4 (1/230) (0,9, 63,7) 0,6 (1/161) (0,4, 31,7)
9 (0.0, 1.6) (0,0,2.2)
Prevalenta (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
2CIN3
N=435 N=424
. 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Positv (22,5.1) Nu se poate (13,2.8) Nu se poate
2 40 de ani lcul cul
. 0,0 (0/319) calcula 0,0 (0/223) calcula
Negativ
(0,0, 0,8) (0,0, 1,1)
Prevalenta (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)
*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient
de esantion citologic.
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Estimarile ajustate ale performantei clinice a Aptima HPV Assay incluzand sensibilitatea,
specificitatea, PPV si NPV pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 la momentul initial sunt indicate
in Tabel 51, la fel si estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe piata. Estimarile
neajustate ale performantei clinice sunt indicate in Tabel 52. Aptima HPV Assay si testul
HPV DNA disponibil pe piatad au prezentat sensibilitate similara, in timp ce specificitatea a
fost semnificativ superioara in cazul Aptima HPV Assay (Cl de 95% fara suprapunere).
Estimarile valorii predictive a testului HPV DNA disponibil pe piatd au fost relevante clinic si
similare cu estimarile pentru testul HPV DNA disponibil pe piata. NPV au fost similare insa
pentru detectia 2CIN2, PPV pentru Aptima HPV Assay a fost usor mai mare decat PPV
pentru testul HPV DNA disponibil pe piata (4,5% fata de 3,7%).

Tabel 51: Populatia NILM 2= 30 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3 (estimari ajustate la deviatia de verificare) la momentul initial

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8, 66,9)
Specificitate (%) 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)
Prevalenta (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0, 1,9)
Sensibilitate (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Specificitate (%) 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)
Prevalenta (%) 0,4 (0,0, 1,2) 0,4 (0,0, 1,3)
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Tabel 52: Populatia NILM 2= 30 de ani: Performanta Aptima HPV Assay si a unui test HPV DNA
pentru detectia 2CIN2 si a 2CIN3 (estimari neajustate) la momentul initial

Aptima HPV Assay

Testul HPV DNA

N=818 N=800*
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) ( 113'200) (48,1, 85,5) ( 18;'129) (62,4, 94,5)
Specificitate (%) o 463%'7098) (647, 71,2) (3843'788 N (45,3, 52,3)

2CINZ PPV (%) (14572269) (3.5,6,6) (163/2181 6) (2.9,4.9)
NPV (%) o 493%;19) (98,1, 99,5) (38919;2328 " (98,1, 99.8)

Prevalent3 (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)

Sensibilitate (%) ( 1900/'191) (62,3, 98.4) ( 1900/'191) (62,3, 98.4)
Specificitate (%) o 4687/5907) (64,6, 71,0) (3;;'75;39) (45,1, 52,0)

ZCING PPV (%) (103/5769) (2.5,4.3) (102/2141 6) (1.6.2.7)
NPV (%) o 498%'529) (99,2, 100) (3893%78 " (98,9, 100)

Prevalenta (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului insuficient

de esantion

citologic.
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Compararea directa a Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther si a testului HPV DNA
disponibil pe piatd demonstreaza o sensibilitate similara si o specificitate imbunatatita
semnificativa statistic a Aptima HPV Assay fata de a testului HPV DNA disponibil pe piata
pentru detectia 2CIN2, dupa cum arata raporturile intre procente real pozitive si fals pozitive
(Tabel 53, respectiv Tabel 54).

Tabel 53: Populatia NILM = 30 de ani: Raportul de procente real pozitive (Aptima HPV Assay/testul
HPV DNA) pentru pacientele cu 2CIN2 (estimari neajustate) la momentul initial

Testul HPV DNA
Total
Pozitiv Negativ
Pozitiv 13 1 14 (73,7%)
Aptima HPV Assay

Negativ 3 2 5

Total 16 (84,2%) 3 19

Raportul de procente real pozitive = 0,88 (14/16) (Cl de 95%: 0,65, 1,10)

Tabel 54: Populatia NILM = 30 de ani: Raportul de procente fals pozitive (Aptima HPV Assay/testul
HPV DNA) pentru pacientele cu <CIN2 (estimari neajustate) la momentul initial

Testul HPV DNA
Total
Pozitiv Negativ
Pozitiv 223 19 242 (31,0%)
Aptima HPV Assay
Negativ 177 362 539
Total 400 (51,2%) 381 781

Raportul de procente fals pozitive = 0,61 (242/400) (Cl de 95%: 0,55, 0,66)

Populatia NILM 2 30 de ani: Performanta clinica a Aptima HPV Assay pe Analizorul
Panther dupa 3 ani de urmarire

Pentru faza de urmarire au fost eligibile 10.843 de paciente cu varsta peste 30 de ani, cu
rezultate citologice NILM si rezultate valide ale Aptima HPV Assay la Analizorul Panther la
momentul initial. Dintre pacientele fara 2CIN2, 67,0% (7.247/10.823) dintre paciente au
participat la o vizitd de urmarire la 1 an pentru testul Papanicolau, 60,3% (6.517/10.814) la
vizita de 2 ani, iar 58,7% (6.339/10.807) la vizita de 3 ani. Per total, 58,8% (6.375/10.843)
dintre paciente au incheiat studiul (au prezentat 2CIN2 la momentul initial sau pe parcursul
urmaririi si/sau au participat la vizitele necesare).

Dintre cele 10.843 de paciente, 511 (4,7%) au obtinut rezultate pozitive la Aptima HPV Assay
pe Analizorul Panther la momentul initial. Dintre aceste 511 de femei, 255 (49,9%) au avut
stare pozitiva sau negativa a bolii la 3 ani, conform rezultatelor citologice sau de la
colposcopie/biopsie. Restul de 10.332 de paciente au obtinut rezultate negative la Aptima
HPV Assay pe Analizorul Panther la momentul initial. Dintre aceste 10.332 de paciente,
5.946 (57,5%) au avut stare pozitiva sau negativa a bolii la 3 ani. Dintre cele 6.201 de
paciente cu stare a bolii la 3 ani, 47 de paciente au avut 2CIN2, incluzand 23 cu 2CIN3;
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6.154 de paciente au avut rezultate normale/CIN1 pe baza panoului de analiza histologica in
consens. Rezultatele obtinute la momentul initial la Aptima HPV Assay pe Analizorul Panther
si un test HPV DNA disponibil pe piata si starea bolii la 3 ani (include evaluarea initiala si de
urmarire) in functie de diagnosticul din panoul de analiza histologica in consens sunt
prezentate in Tabel 55.

Tabel 55: Populatia NILM = 30 de ani: Clasificarea pacientelor eligibile pentru faza de urmarire pe
baza rezultatelor la Aptima HPV Assay la momentul initial, a rezultatelor obtinute la testul HPV DNA
la momentul initial si a starii bolii (2CIN2, 2CIN3, neverificat) identificate in fazele initiale si de
urmarire

Stare a bolii Stare a bolii Stare a bolii neverificata
Rezultatul verificata: 2CIN2 verificata: 2CIN3
ezultatu
Aptima HPV Testul HPV Total Femei Femei Femei Femei Retragere in
Assay DNA paciente | afectate | neafectate | afectate | neafectate eriog da de | Nedeterminats*
de boala | de boala | de boala | de boala P urmarire
(2CIN2) | (2CIN2) | (2CIN3) | (2CIN3)
Pozitiv Pozitiv 382 23 171 16 178 167 21
Pozitiv Negativ 97 1 48 1 48 44 4
Pozitiv Niciun 32 2 10 1 1 17 3
rezultat
Negativ Pozitiv 281 129 132 130 17
Negativ Negativ 9.452 15 5.476 5.488 3.756 205
Negativ Niciun 599 1 320 0 321 264 14
rezultat
Total 10.843 47 6.154 23 6.178 4.378 264

*Paciente cu rezultate anormale la testele citologice din perioada de urmarire si care nu au obtinut un rezultat ulterior la un
panou de analiza histologica in consens sau pacientele cu citologie inadecvata la ultima vizita. 174 de paciente cu stare
nedeterminata a bolii au incheiat perioada de urmarire conform protocolului.

*631 de paciente cu rezultate la Aptima HPV Assay nu au obtinut rezultate HPV DNA in principal din cauza volumului
insuficient de esantion citologic.

Riscul de boala cumulat la 3 ani (=CIN2 si 2CIN3) are la baza estimarea Kaplan-Meier
(analiza tabelelor de viata) si include boala detectata la momentul initial sau in perioada de
urmarire. Pacientele care au prezentat semne de boala (ASC-US sau rezultate citologice mai
severe) insa fara rezultat in panoul de analiza histologica in consens au fost incluse in
analiza folosind o metoda de imputare multipla pentru a anticipa numarul de paciente
afectate de boala care ar fi fost identificate daca pacientele ar fi efectuat colposcopia.

Estimarile cumulate la 3 ani ale riscului absolut si relativ pentru detectia 2CIN2 si 2CIN3 sunt
prezentate in Tabel 56.
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Tabel 56: Populatia NILM 2 30 de ani: Riscurile absolute si relative cumulate™ la 3 ani pentru 2CIN2

si 2CIN3 pentru rezultatele Aptima HPV Assay si ale unui test HPV DNA la momentul initial

Aptima HPV Assay Testul HPV DNA
Risc absolut Risc relativ Risc absolut Risc relativ
Rezultatul testului (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
Pozitiv 7,90 6,43
(5,50, 11,27) 24.45 (4,50, 9,14) 22.71
>CIN2 Necativ 0,32 (13,85, 43,15) 0,28 (12,20, 42,30)
9 (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevalenta (%) 0,68 0,68
Pozitiv 523 4,14
(3,34, 8,13) 57,11 (2,62, 6,52) 51,34
>CIN3 Necativ 0,09 (21,09, 154,62) 0,08 (17,74, 148,58)
9 (0,04, 0,23) (0,03, 0,22)
Prevalenta (%) 0,34 0,35

*Riscurile cumulate la 3 ani ajustate pentru alte deviatii posibile au fost similare cu riscurile din acest tabel. Din cauza
diferentelor anticipate in ceea ce priveste riscurile in anul 1 si anul 2 pentru cele doua grupuri de paciente din studiul de
urmarire (cele care au efectuat colposcopie la momentul initial si cele care nu au efectuat colposcopie la momentul initial),
a fost raportat doar riscul cumulat la 3 ani pentru grupurile mixte.

Prevalenta cumulata la 3 ani a 2CIN2 si 2CIN3 la paciente cu rezultate citologice NILM la
momentul initial a fost de 0,68%, respectiv 0,34%. Riscul relativ 2CIN2 a fost 24,45 (Cl de
95% 13,85, 43,15), indicand ca o pacienta cu rezultat pozitiv la Aptima HPV Assay pe
Analizorul Panther prezenta o probabilitate de 24,45 ori mai mare de a avea 2CIN2 fata de o
femeie cu rezultat negativ la Aptima HPV Assay. Riscul relativ 2CIN3 a fost 57,11 (Cl de
95%: 21,09, 154,62).
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Performanta clinica a Aptima HPV Assay cu esantioanele pentru citologie in mediu
lichid SurePath

Esantioane pentru citologie in mediu lichid SurePath au fost recoltate de la femei din Canada
(n=558) care au primit recomandare de urmarire din urmatoarele motive: unul sau mai multe
teste Papanicolau anormale, o infectie HPV sau altele. Un alicot (0,5 ml) din fiecare esantion
a fost transferat in tubul de transfer al esantionului Aptima apoi a fost tratat folosind solutia
de transfer Aptima. Un singur replicat din fiecare esantion a fost testat cu Aptima HPV
Assay. Un alicot separat (1 ml) din fiecare esantion a fost indepartat pentru evaluare folosind
un test HPV PCR disponibil pe piata. Sensibilitatea clinica pentru detectia bolii, definita ca un
rezultat histologic 2CIN3, a fost calculata atat pentru Aptima HPV Assay céat si pentru testul
HPV PCR, conform Tabel 57, cu valorile predictive pozitive si negative.

Tabel 57: Performanta clinica a Aptima HPV Assay si a unui test HPV PCR pentru detectia 2CIN3

Aptima HPV Assay Testul HPV PCR
N=558 N=558
Performanta Estimare (Cl de 95%) Estimare (Cl de 95%)
Sensibilitate (%) (285%'238) (72,8 - 96,3) (2859/’238) (72,8 - 96,3)
Specificitate (%) o 155'5730) (54,4 - 62,8) (23035130) (44,8 - 53,3)
10,2 8,5
0, ’ - ’ -
PPV (%) (25/244) (8,4-11,7) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
0, ’ - ! -
NPV (%) (311/314) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevalenta (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Performanta Aptima HPV Assay cu esantioanele de recoltare cervicala si transport

Esantioanele clinice cu HPV pozitiv cu risc ridicat si HPV negativ cu risc ridicat recoltate atat
de la populatiile de screening (vizita de rutind) cat si de la cele cu trimitere (vizita de
colposcopie) cu trusa Aptima CSCT au fost testate folosind Aptima HPV Assay pe
Analizoarele Panther si Tigris DTS, folosind doua loturi de reactivi. Acordul intre Analizoarele
Panther si Tigris DTS pentru esantioane CSCT este indicat Tn Tabel 58.

Pentru esantioanele CSCT, acordul general intre Analizoarele Panther si Tigris DTS a fost > 98%,
dupa cum se indica in Tabel 58. Dintre cele 632 de esantioane clinice testate, 69 au fost
CIN2+ iar 38 au fost CIN3+. Sensibilitatea Aptima HPV Assay pentru detectia CIN2+ a fost
97,1% (Cl de 95% 90,0% - 99,2%) pe Analizorul Panther si 98,6% (Cl de 95%: 92,2 - 99,7)
pe Analizorul Tigris DTS. Sensibilitatea la detectia CIN3+ a fost 100% (CI: 90,8% - 100%)
atat pe Analizorul Panther cat si Tigris DTS.
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Tabel 58: Acordul rezultatelor Aptima HPV Assay pe esantioanele Aptima CSCT testate pe
Analizoarele Tigris DTS si Panther

Analizorul Tigris DTS
Pozitiv Negativ Total
Pozitiv 490 3 493
Analizorul Panther
Negativ 9 130 139
Total 499 133 632

Acord general = 98,1% (Cl de 96,7 - 98,9)
Acord pozitiv = 98,2% (Cl de 96,6 - 99,0)
Acord negativ = 97,7% (CI de 93,6 - 99,2)

Sensibilitatea analitica

Limita de detectie (LOD) la pragul clinic este concentratia de HPV RNA care determina un
rezultat pozitiv (peste pragul clinic) in 95% din cazuri. Valoarea LOD pentru Aptima HPV
Assay a fost stabilita prin testarea panourilor de dilutie ale transcriptiilor (IVT) in vitro pentru
toate cele 14 genotipuri cu risc ridicat si 4 linii celulare infectate cu HPV: SiHa, HeLa, MS751
si ME180 (ATCC, Manassas, Virginia). Pentru panourile IVT, inainte de testare mediul de
transport al esantioanelor a fost insaméantat cu IVT in diferite concentratii apoi a fost diluat cu
esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep negative individuale. Pentru panourile de
celule infectate cu HPV, loturile de probe de esantioane pentru citologie in mediu lichid
ThinPrep au fost insdmantate cu celule infectate cu HPV in diferite concentratii apoi au fost
diluate cu mediu de transport al esantioanelor inainte de testare. Treizeci de replicate din
fiecare nivel de copie au fost testate cu fiecare din cele doua loturi de reactivi, in total 60 de
replicate. Testarea s-a realizat timp de 17 zile, cu 1 pana la 12 procesari pe zi si 5 replicate
ale unui genotip dat si concentratie testata la fiecare procesare. Limita de detectie de 95% a
fost calculata in analiza de regresie probit a rezultatelor de pozitivitate pentru fiecare panou
de dilutie.

Rezultatele analizei probit Tabel 59 indica faptul ca HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56,
59, 66 si 68 a stabilit limite de detectie de 95% pe mai putin de 100 copii/reactie, iar tipurile
52, 58 si 66 au stabilit limite de detectie de 95% intre 100 si 500 copii/reactie. Cele patru linii
celulare testate au avut limite de detectie de 95% sub 1 celuld/reactie.
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Tabel 59: Limita de detectie a pragului clinic al Aptima HPV Assay

Analit Limita de detectie®
(ClI 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)

*Copii per reactie pentru transcriptii in vitro si celule per reactie pentru linii celulare
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Precizia testului

Precizia Aptima HPV Assay a fost evaluata in doua studii folosind acelasi panou cu 20 de
membri. Studiul 1 s-a derulat in 3 centre, 2 externe si 1 intern, iar Studiul 2 s-a derulat intern.
Panoul a inclus 13 membri cu HPV pozitiv, avand concentratii la sau peste limita de detectie
a testului (pozitivitate anticipata: = 95%), 3 membri cu HPV pozitiv, avand concentratii sub
limita de detectie a testului (pozitivitate anticipata: > 0% péana la < 25%) si 4 membri cu HPV
negativ. Membrii panoului cu HPV pozitiv au fost pregatiti prin Tnsdmantarea transcriptiilor
(IVT) RNA in Solutie PreservCyt diluatd Tn mediul de transport al esantioanelor (STM) sau in
celulele de cultura infectate cu HPV (SiHa, HeLa, ME180 and MS751; ATCC, Manassas,
Virginia), Tn esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep negative, in lot de probe,
diluate cu STM. Membrii panoului cu HPV negativ au fost pregatiti cu Solutie PreservCyt sau
esantioane pentru citologie in mediu lichid ThinPrep negative, in loturi de probe, diluate cu STM.

In Studiul 1, 2 operatori de la fiecare dintre cele 3 centre de testare (1 instrument per centru)
au elaborat doua fise de lucru zilnice (1 pentru fiecare lot de reactiv) pentru Aptima HPV
Assay, timp de 3 zile. Fiecare fisad de lucru continea cate 3 replicate de la fiecare dintre
membrii panoului de reproductibilitate. O suta opt (108) tuburi de proba individuale au fost
testate pentru fiecare membru al panoului (3 centre x 1 instrument x 2 operatori x 2 loturi x
3 fise de lucru x 3 replicate). in Studiul 2, testarea s-a realizat intern, timp de 13 zile, cu un
total de 162 de reactii testate pentru fiecare membru al panoului (1 centru x 3 instrumente x
3 operatori x 3 loturi x 2 fise de lucru x 3 replicate).

Membrii panoului sunt descrisi in Tabel 60a (membrii panoului cu rezultate pozitive
anticipate) si Tabel 60b (membrii panoului cu rezultate negative anticipate), alaturi de un
rezumat al acordului cu rezultatele anticipate si valorile S/CO ale analitului la percentila
2,5, 50 si 97,5 din distributia S/CO. Variabilitatea S/CO a analitului pentru membrii panoului
cu rezultate pozitive anticipate este indicata in Tabel 61 pentru Studiul 1 si Tabel 62 pentru
Studiul 2.
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Tabel 60a: Studiu 1 si 2 de precizie a Aptima HPV Assay: Descrierea panoului, acordul pozitiv si
distributia valorilor S/CO ale analitului in percentile pentru membrii panoului cu rezultate pozitive

anticipate

Descriere panou

Studiul 1

(3 centre de testare)

Studiul 2

(1 centru de testare)

(copii sau celule/reactie)

% acord pozitiv

(CI de 95%)

% acord pozitiv

(CI de 95%)

Esantion clinic 1 HPV 100 (107/107) 100 (161/161)
pozitiv inalt (96,5, 100) (97,7, 100)

Esantion clinic 2 HPV 100 (107/107) 100 (162/162)
pozitiv inalt (96,5, 100) (97,7, 100)

IVT HPV 16 100 (107/107) 100 (161/161)
(1830 de copii) (96,5, 100) (97,1, 100)

IVT HPV 18 100 (107/107) 100 (162/162)
(1550 de copii) (96,5, 100) (97,7, 100)

Esantion clinic 1 HPV

94,4 (101/107)

89,5 (145/162)

pozitiv scazut (88,3, 97,4) (83,3, 93,3)
Esantion clinic 2 HPV 88,0 (95/108) 92,0 (149/162)
pozitiv scazut (80,5, 92,8) (86,8, 95,3)

Esantion clinic 3 HPV

100 (108/108)

97,5 (157/161)

pozitiv scazut (96,6, 100) (93,8, 99,0)
Esantion clinic 4 HPV 90,7 (98/108) 92,6 (150/162)
pozitiv scazut (83,8, 94,9) (87,5, 95,7)
IVT HPV 16 100 (102/102) 100 (162/162)
(183 de copii) (96,4, 100) (97,7, 100)
IVT HPV 18 100 (108/108) 100 (159/159)
(155 de copii) (96,6, 100) (97,6, 100)
Celule MS751 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,63 celule) (96,6, 100) (97,7, 100)
Celule HeLa 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,35 celule) (96,6, 100) (97,7, 100)
Celule SiHa 87,9 (94/107) 89,5 (145/162)
(0,90 celule) (80,3, 92,8) (83,8, 93,3)

IVT = transcriptie in vitro

*% acordului pozitiv anticipat ~95%; s-a observat o valoare inferioara posibil ca urmare a variabilitatii de productie a membrului

panoului.

Aptima HPV Assay

98

AW-14517-3101 Rev. 003



Aptima”

Performanta testului cu Analizorul Panther

Tabel 60b: Studiu 1 si 2 de precizie a Aptima HPV Assay: Descrierea panoului, acordul negativ si
distributia valorilor S/CO ale analitului in percentile pentru membrii panoului cu rezultate negative

anticipate

Descriere panou

Studiul 1

(3 centre de testare)

Studiul 2

(1 centru de testare)

(copii sau celule/reactie)

% acord negativ

(Cl de 95%)

% acord negativ

(CI de 95%)

Celule MS751
(0,005 celule)

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

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

Celule SiHa
(0,008 celule)

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

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

Celule HeLa 70,4 (76/108) 67,3 (109/162)
(0,02 celule) (61,2, 78,2) (59,8, 74,0)

Esantion clinic 1 HPV 99,1 (107/108) 100 (162/162)
negativ (94,9, 99,8) (97,7, 100)

Esantion clinic 2 HPV 97,2 (105/108) 100 (162/162)
negativ (92,1, 99,1) (97,7, 100)

. 99,1 (107/108) 100 (162/162)
Solutie PreservCyt 1 (94,9, 99,8) (97,7, 100)

. 99,1 (107/108) 100 (161/161)
Solutie PreservCyt 2 (94,9, 99,8) (97,7, 100)
IVT = transcriptie in vitro.

*% acordului negativ anticipat > 75% si < 100%.
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Tabel 61: Studiu 1 de precizie a Aptima HPV Assay: Variabilitatea semnalului pentru membrii
panoului cu rezultate pozitive anticipate

intre intre intre Fise de | in Fise de
Descrierea panoului instrumente | operatori intre loturi lucru lucru Total
(copii sau S/CO
celule/reactie) n | mediu | SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD [CV (%)

Esantion clinic 1

I 107* | 29,34 | 0,00 | 0,0 |0,00| 0,0 1,43 | 49 1,87 | 6,4 1,49 | 51 279 95
HPV pozitiv inalt

Esantion clinic 2

A 107* | 30,09 | 0,55 1,8 |[0,00| 0,0 1,06 | 35 (0,73 | 24 |221 73 | 2,61 8,7
HPV pozitiv inalt

IVT HPV 16

(1830 de copii) 107*| 11,20 | 0,09| 08 |06 | 14 |003| 03 |014| 13 |046| 41 |052| 46

IVT HPV 18

(1550 de copii) 107* | 14,89 (0,18 | 1,2 |000| 00 |020| 13 |014| 09 |153| 103 | 1,56 | 105

Esantion clinic 1

o < 107*| 824 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |[000| 00 |[323]| 392 |323| 39,2
HPV pozitiv scazut

Esantion clinic 2

i « 108 | 7,07 {000 | 0,0 | 0,41 58 |000| 00 |000| 00 |457 | 64,7 |459 | 650
HPV pozitiv scazut

Esantion clinic 3

i o 108 | 10,23 | 0,26 | 2,5 |0,00| 0,0 |0,00 | 0,0 1,32 | 12,9 | 3,23 | 31,6 | 3,49 | 34,2
HPV pozitiv scazut

Esantion clinic 4

i M 108 | 468 |050 | 10,7 0,20 | 42 |000(| 00 |099]| 21,1 |3,02| 64,6 | 3,22 | 68,9
HPV pozitiv scazut

IVT HPV 16

" 102* | 11,09 |0,08| 0,7 |000| 00 |000| 00 |(026| 23 |[054| 49 [061| 55
(183 de copii)

VT HPV 18 108 | 11,78 [ 000 | 00 |043| 37 |000| 00 |112| 95 |197 | 167 |230 | 196
(155 de copii)
Celule MS751 108 | 10,73 | 000 | 00 |059| 55 |072| 67 |082| 76 |186| 173 | 223 | 208
(0,63 celule)
Celule Hel.a 108 | 678 |000| 00 |056| 83 |000| 00 [123| 182 |308| 455 |3,37 | 497
(0,35 celule)
Celule SiHa 107 | 7,74 | 037 | 48 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |385| 498 |3:87 | 50,1
(0,90 celule)

*Douasprezece probe au avut rezultate invalide la Aptima HPV Assay (1 pentru proba clinicd 1 cu HPV pozitiv inalt, 1 pentru
proba clinica 2 cu HPV pozitiv inalt, 1 pentru IVT HPV 16 (1830 de copii), 1 pentru IVT HPV 18 (1550 de copii), 1 pentru
proba clinica 1 cu HPV pozitiv scazut, 6 pentru IVT HPV 16 (183 de copii) si 1 pentru celulele SiHa (0,90 celule)).

CV = coeficient de variatie; IVT = transcriptie in vitro; SD = deviatie standard

Nota: Variabilitatea fata de unii factori poate fi negativd numeric. Acest lucru se poate intdmpla dacé variabilitatea cauzata de
factorii respectivi este foarte mica. In aceste cazuri, SD si CV sunt indicate ca avand valoarea zero.
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Tabel 62: Studiu 2 de precizie a Aptima HPV Assay: Variabilitatea semnalului pentru membrii
panoului cu rezultate pozitive anticipate

] . intre intre intre Fise de | in Fise de
Descrierea panoului instrumente | operatori intre loturi lucru lucru Total
(copii sau S/CO
celule/reactie) n | mediu| SD |CV(%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)| SD |CV (%)
Egantion clinic 1 161* | 26,81 | 0,75| 28 |[000| 00 [091| 34 |048| 18 |[184| 69 |224| 83
HPV pozitiv inalt
Esantion clinic 2 162 | 28,83 [0,00| 00 [000| 00 |096| 33 |065| 23 |235| 82 |262| 91
HPV pozitiv inalt
VT HPV 16 161* | 1107 [014| 1,2 |000| 00 [005| 05 |016| 14 |032| 29 |039| 35
(1830 de copii)
VT HPV 18 162 | 1334 | 014 | 11 |012| 09 |[100| 75 |031| 23 |075| 56 |131| 98
(1550 de copii)
Esantion clinic 1 162 | 7,57 |056| 75 |055| 7,3 |063| 83 |000| 00 |361| 47,7 |3,75| 495
HPV pozitiv scazut
Esantion clinic 2 162 | 759 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |525| 692 |525]| 69,2
HPV pozitiv scazut
Esantion clinic 3 161* | 8,83 |000| 00 |000| 00 |026| 30 [000]| 00 |348]| 394 |349| 395
HPV pozitiv scazut
Esantion clinic 4 162 | 4,95 [000| 00 [000| 00 |075| 152 | 0,00 00 |335| 676 |343| 693
HPV pozitiv scazut
VT HPV 16 162 | 11,02 [ 013 | 12 |01 | 1,0 [012| 1,1 [013| 1,2 |054| 49 |059| 54
(183 de copii)
IVT HPV 18 150* | 11,40 | 016 | 1.4 |017| 1,5 |[121] 106 |023| 20 |117] 103 | 172 ] 150
(155 de copii)
Celule MS751 162 | 987 |076| 7,7 |000| 00 |065| 66 |065| 66 |141| 143 | 185 | 187
(0,63 celule)
Celule HeLa 162 | 7,80 |055| 7,0 |000| 00 |085| 109 |0,00| 00 |244| 313 |265]| 33,9
(0,35 celule)
Celule SiHa 162 | 7,30 |032| 43 |[000| 00 |093| 127 |1,04| 143 | 349 | 478 | 377 | 51,7
(0,90 celule)

*Sase probe au avut rezultate invalide la Aptima HPV Assay (1 pentru proba clinica 1 cu HPV pozitiv Tnalt, 1 pentru IVT HPV
16 (1830 de copii), 1 pentru proba clinica 3 cu HPV pozitiv scazut, 3 pentru IVT HPV 18 (155 de copii)).

CV = coeficient de variatie; SD = deviatie standard

Nota: Variabilitatea fata de unii factori poate fi negativd numeric. Acest lucru se poate intdmpla dacéa variabilitatea cauzata de
factorii respectivi este foarte mica. In aceste cazuri, SD si CV sunt indicate ca avand valoarea zero.

Reactivitate incrucisata

Testarea cu organisme cu potential reactiv incrucisat pentru Aptima HPV Assay s-a realizat
folosind Analizorul Tigris DTS. Pentru rezultate, consultati Reactivitate incrucisata (Tabel 37)
din sectiunea Analizorului Tigris DTS.

Interferenta

Testarea cu substante cu potential de interferenta pentru Aptima HPV Assay s-a realizat
folosind Analizorul Tigris DTS. Pentru rezultate, consultati Interferenta (Tabel 38) din

sectiunea Analizorului Tigris DTS.
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