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Opc¢enite informacije

Namjena

Ispitivanje Aptima HPV Assay je test na temelju amplifikacije ciline sekvence probe nukleinske
kiseline za in vitro kvalitativho otkrivanje glasnicke RNK (mRNK) iz virusnih proteina E6/E7 iz
14 visokorizi¢nih vrsta humanog papiloma virusa (HPV) (16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/
59/66/68). Ispitivanje Aptima HPV Assay ne razlikuje 14 visokorizi¢nih vrsta.

* Ispitivanje Aptima HPV Assay indicirano je za uporabu u probiru pacijentica s rezultatima
papa testa ASC-US (s atipi¢nim skvamoznim stanicama neodredenog znacenja) za
utvrdivanje potrebe za upucivanjem na kolposkopiju. Rezultati ovog testa nisu
namijenjeni za sprjeCavanje Zena da nastave s kolposkopijom.

* Ispitivanje Aptima HPV Assay moze se upotrebljavati s citologijom vrata maternice
u svrhu dodatnog probira (kotestiranje) za procjenu prisutnosti ili odsutnosti visokorizi¢nih
vrsta HPV-a. Te se informacije, zajedno s lije¢nikovom procjenom prethodnih citoloskih
nalaza, ostalih ¢imbenika rizika i profesionalnih smjernica, mogu upotrebljavati za
vodenije lijeCenja pacijentica.

* Ispitivanje Aptima HPV Assay moZe se upotrebljavati kao prva linija primarnog testa
probira, u kombinaciji s citologijom vrata maternice ili bez nje, kako bi se otkrile Zene
s povecanim rizikom od razvoja raka vrata maternice ili prisutnost bolesti visokog
stupnja. Te se informacije, zajedno s lije¢nikovom procjenom prethodnih probira
pacijentice, ostalih ¢imbenika rizika i profesionalnih smjernica, mogu upotrebljavati
za vodenje lije€enja pacijentica.

HPV test Aptima moze se Koristiti za testiranje sljedecih tipova ispitaka na sustavu Panther:
cervikalni ispitci prikupljeni Papa testnim bocicama ThinPrep™ koje sadrZe otopinu PreservCyt”
prije ili nakon obrade Papa, cervikalni ispitci prikupljeni pomoc¢u kompleta za prikupljanje i
prijenos cervikalnih ispitaka Aptima ili cervikalnih ispitaka prikupljenih u konzervansu SurePath.

Sazetak i objasnjenje testa

Rak vrata maternice jedan je od najceScih oblika raka medu Zenama u svijetu. HPV je
etioloSki agens zasluzan za viSe od 99 % svih rakova vrata maternice."** HPV je uobiCajeni
spolno prenosivi DNK virus kojeg Cini viSe od 100 genotipova.’

Genom virusa HPV-a jest dvolan€ana kruzna molekula DNK duljine od priblizno 7900 baznih
parova. Spomenuti genom ima osam preklapaju¢ih otvorenih okvira €itanja. Sastoji se od
Sest ranih (eng. early, E) i dva kasna (eng. late, L) gena te jedne duge netranslatirane
kontrolne regije. Geni L1 i L2 kodiraju velike i male proteine kapsida. Rani geni reguliraju
replikacijom virusa HPV. Geni E6 i E7 visokorizi¢nih genotipova HPV-a poznati su onkogeni.
Proteini eksprimirani iz policistronske mRNK gena E6/E7 mijenjaju stani¢ni p53 i funkcije
proteina retinoblastoma, $to dovodi do disrupcije kontrolnih toaka stani¢nog ciklusa i
nestabilnosti stanicnog genoma.**

Cetrnaest genotipova HPV-a smatraju se patogenim ili visokoriziénim za bolest grliéa
maternice.® Vise studija povezalo je genotipove 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 i 68 s napredovanjem bolesti.>* " Pacijentice s trajnom infekcijom jednom od navedenih
vrsta imaju povecan rizik od razvijanja teSke displazije ili karcinoma grlica maternice.>®

Infekcije HPV-om vrlo su uobi€ajene i veéina Zena infekcije HPV-om preboljet ¢e u razdoblju
od 6 do 12 mjeseci.”* Prisutnost nukleinske kiseline HPV-a ne ukazuje na sigurnu prisutnost
cervikalne displazije ili raka vrata maternice. Medutim, ucinkovit pristup otkrivanju bolesti
vrata maternice jest ciljanje onih onkogenih elemenata HPV-a koji poti€u trajnu virusnu
infekciju i stani¢nu transformaciju.
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Klinicki radni ucinak ispitivanja Aptima HPV Assay u primarnom probiru za rak vrata maternice

Neovisni znanstvenici u vise su studija istrazili klini¢ki radni u¢inak HPV testa Aptima kada
se ono upotrebljava u modalitetu primarnog probira. Najmanje 25 recenziranih publikacija™*
iz 15 zasebnih klini¢kih studija izvjeScuje o ucCinkovitosti HPV testa Aptima u primarnom
probiru kod Zena upisanih u jedanaest zemalja (Kina, Kanada, Francuska, Meksiko,
Engleska, Danska, Nizozemska, Sjedinjene Drzave, Njemacka, Svedska i Tajland). Podaci iz
tih studija ukazuju na to da HPV test Aptima ima klinicki radni ucinak sliCan onima drugih
klini¢ki validiranih testova na HPV kada se upotrebljava za primarni probir za pretkancerozno
stanje i rak grlica maternice.

Nacela postupka

Ispitivanje Aptima HPV Assay obuhvaca tri glavna koraka koja se odvijaju u jednoj epruveti:
hvatanje ciljne sekvence, amplifikacija ciline sekvence s pomoc¢u amplifikacije posredovane
transkripcijom (eng. Transcription-Mediated Amplification, TMA)* i otkrivanje produkata
amplifikacije (amplikon) s pomoéu testa zastite hibridizacije (eng. Hybridization Protection
Assay, HPA).® Ispitivanje ukljuCuje internu kontrolu (eng. Internal Control, IC) za pracenje
hvatanja, amplifikacije i otkrivanja nukleinskih kiselina, kao i za pogre8ke korisnika ili
instrumenta.

Uzorci se prikupljaju ili prenose u epruvetu koja sadrzava transportni medij za uzorke (eng.
specimen transport media, STM) koji lizira stanice, otpusta mRNK i &titi je od degradacije
tijekom pohrane. Tijekom provedbe ispitivanja Aptima HPV Assay, ciljna mRNK izolira se od
uzorka s pomocu oligomera za hvatanje koji su vezani za magnetske mikroCestice. Oligomeri
za hvatanje sadrzavaju sekvence komplementarne specificnim regijama ciljnih molekula
mMRNK HPV-a, kao i niz ostataka deoksiadenozina. Tijekom koraka hibridizacije, regije
specificne za sekvencu oligomera za hvatanje vezu se na specifiCne regije ciljne molekule
mRNK HPV-a. Kompleks oligomera za hvatanje i ciljne sekvence zatim se izdvaja iz otopine
tako Sto se temperatura reakcije smanjuje na sobnu temperaturu. To smanjenje temperature
omogucava hibridizaciju izmedu regije deoksiadenozina na oligomeru za hvatanje i molekula
polideoksitimidina koje su kovalentno vezane na magnetske Cestice. Mikro€estice, ukljucujuci
uhvaéene ciljine molekule mRNK HPV-a koje su na njih vezane, povlace se na stijenke
reakcijske epruvete primjenom magneta i supernatant se aspirira. Cestice se ispiru kako

bi se uklonila preostala matrica uzorka koja mozZe sadrzavati inhibitore amplifikacije.

Kada hvatanje ciljne sekvence zavrsi, mRNK HPV-a se amplificira s pomo¢u TMA, metode
amplifikacije nukleinske kiseline temeljene na transkripciji u kojoj se primjenjuju dva enzima,
MMLYV reverzna transkriptaza i T/ RNK polimeraza. Reverznom transkriptazom generira se kopija
DNK ciline sekvence mRNK koja sadrzava promotorsku sekvencu za T7 RNK polimerazu. T7
RNK polimeraza proizvodi vise kopija amplikona RNK iz DNK predloska za kopiranje.

Otkrivanje amplikona postize se s pomo¢u HPA primjenom proba jednolan¢ane nukleinske
kiseline s kemiluminiscentnim oznakama komplementarnim amplikonu. Oznacene probe
nukleinske kiseline hibridiziraju se specificno na amplikon. Selekcijski reagens razlikuje
hibridizirane od nehibridiziranih proba deaktivacijom oznake na nehibridiziranim probama.
Tijekom koraka otkrivanja, svjetlo koje se emitira iz oznacenih hibrida RNK:DNK mjeri se
luminometrom u obliku signala fotona koji se nazivaju relativne svjetlosne jedinice (eng.
Relative Light Unit, RLU). Konac&ni rezultati ispitivanja tumace se na temelju omjera signala
i grani¢ne vrijednosti (S/CO) analita.

IC se dodaje u svaku od reakcija putem reagensa za hvatanje ciljne sekvence. IC prati
korake hvatanja, amplifikacije i otkrivanja ciljne sekvence ispitivanja. Signal za IC iz svake
od reakcija razdvaja se od signala HPV-a diferencijalnom kinetikom emisije svjetlosti s proba
s razliCitim oznakama.* Amplikon specific¢an za IC otkriva se s pomocu probe s brzom
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emisijom svjetlosti (flasher). Amplikon specifiCan za HPV otkriva se s pomocu probe

s relativno sporijom kinetikom emisije svjetlosti (glower). Dvostruki kineticki test (DKA)
metoda je koja se upotrebljava za razlikovanje signala od oznaka brze emisije svjetlosti
(eng. flasher) i sporije emisije svjetlosti (eng. glower).*

Sazetak o sigurnosti i u€inkovitosti

SSP (Sazetak o sigurnosti i u€inkovitosti, engl. - Summary of Safety and Performance)
dostupan je u europskoj bazi podataka o medicinskim uredajima (Eudamed), gdje je povezan
s identifikatorima uredaja (Osnovni UDI-DI). Kako biste locirali SSP za HPV test Aptima,
pogledajte Osnovni jedinstveni identifikator uredaja (BUDI): 54200455DIAGAPTHPVBR.

Upozorenja i mjere opreza

A.
B.
C.

Za in vitro dijagnostiku.
Za profesionalnu uporabu.

Dodatna specificna upozorenja i mjere opreza potrazite u priru¢nicima za rukovatelja
sustava Panther/Panther Fusion.

U vezi s laboratorijem

D.
E.

Upotrebljavajte samo isporu€ene ili odredene jednokratne laboratorijske proizvode.

Pridrzavajte se rutinskih laboratorijskih mjera opreza. Nemojte jesti, piti ili pusiti
u odgovaraju¢im radnim podrucjima. Prilikom rukovanja uzorcima i reagensima iz
kompleta nosite jednokratne rukavice bez pudera, zastithe naocale i laboratorijsku
kutu. Nakon rukovanja uzorcima i reagensima iz kompleta temeljito operite ruke.

Upozorenje: nadrazujuce i korozivno: izbjegavajte kontakt komponente Auto Detect 2
s kozom, o¢ima i sluznicama. Ako navedena tekuc¢ina dode u kontakt s kozom ili oima,
zahvacéeno podrucje isperite vodom. Ako se prolije, prolivenu tekuéinu prije brisanja
razrijedite vodom.

Radne povrsine, pipete i drugu opremu potrebno je redovito dekontaminirati otopinom
natrijeva hipoklorita od 2,5 % do 3,5 % (0,35 M do 0,5 M). ViSe informacija potrazite u
Postupak testa na sustavu Panther.

U vezi s uzorkom

H.

Tijekom transporta i pohrane uzoraka odrZzavajte odgovarajuce temperaturne uvjete kako
biste osigurali cjelovitost uzorka. Stabilnost uzorka nije procijenjena u uvjetima transporta
i pohrane osim onih preporucenih.

Datumi isteka roka trajanja navedeni na kompletima za prikupljanje/prijenos uzoraka i
epruvetama odnose se na lokaciju prikupljanja/prijenosa, a ne na ustanovu za testiranje.
Uzorci prikupljeni/preneseni u bilo kojem trenutku prije datuma isteka roka trajanja valjani
su za testiranje pod uvjetom da su prevezeni i pohranjeni u skladu s odgovarajucim
uputama za uporabu proizvoda, €ak i ako su ti datumi roka trajanja istekli.

Uzorci mogu biti infektivni. Prilikom izvodenja ispitivanja pridrzavajte se univerzalnih
mjera opreza. Metode propisnog rukovanja i odlaganja treba utvrditi voditelj laboratorija.
Ovaj postupak smije izvoditi samo osoblje prikladno osposobljeno za rukovanje
infektivnim materijalom.
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K.

Izbjegavajte unakrsnu kontaminaciju prilikom izvodenja koraka rukovanja uzorcima.
Pobrinite se da se spremnici uzoraka medusobno ne dodiruju, a iskoristeni materijal
odloZite pazeci da ga ne prenosite preko otvorenih spremnika. Zamijenite rukavice ako
dodu u kontakt s uzorkom.

Nakon probijanja, iz Eepova epruveta pod odredenim uvjetima moZze istjecati tekucina.
ViSe informacija potrazite u Postupak testa na sustavu Panther.

Uzorci tekuéinske citologije ThinPrep i komplet Cervical Specimen Collection and
Transport (CSCT) trebaju se odbaciti ako je proizvod za uzimanje uzoraka ostao
u epruveti.

. Uzorci tekucinske citologije SurePath trebaju se odbaciti ako se proizvod za uzimanje

uzoraka ne nalazi u bodici.

U vezi s ispitivanjem

0.

Reagense pohranjujte pri navedenim temperaturama. Nepravilno pohranjeni reagensi
mogu utjecati na radni ucinak ispitivanja.

Izbjegavajte kontaminaciju reagensa mikroorganizmima i ribonukleazama.

Q. Ne upotrebljavajte komplet nakon isteka njegova roka trajanja.

Nemoijte zamjenjivati, mijeSati ili kombinirati reagense ispitivanja ili kalibratore iz kompleta
s drugim brojevima serije.

. Tekuéine testa Aptima i Auto Detect reagens Aptima nisu dio osnovne serije; bilo koja

serija se moZe koristiti.

Za postizanje toc¢nih rezultata ispitivanja potrebno je temeljito mijeSanje reagensa
ispitivanja.

U. Upotrebljavajte nastavke s hidrofobnim umecima.

Neki reagensi u ovom kompletu oznaceni su simbolima koji oznaCavaju rizike i sigurnosti.

Napomena: Informiranje o opasnostima odrazava klasifikaciju sigurnosno-tehnickih
listova (eng. Safety Data Sheets, SDS) EU-a. Informacije o opasnostima specificne za
vasu regiju potrazite u SDS-u specificnom za vasu regiju u Biblioteci sigurnosno-tehnic¢kih
listova (eng. Safety Data Sheet Library) na www.hologicsds.com. Za viSe informacija o
simbolima, pogledajte legendu simbola na https://www.hologic.com/package-inserts.
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Informacije o opasnostima u EU-u

Selekcijski reagens
BORNA KISELINA 1-5 %

UPOZORENJE
H315 — Uzrokuje nadrazivanje koze
H319 — Uzrokuje jako nadrazivanje oka

Reagens ciljnog izdvajanja
HEPES 5 - 10%

EDTA1-5%

Litij hidroksid, monohidrat 1 — 5%

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima
P273 — Izbjegavati ispustanje u okoli§
P280 — Nositi zastitu za oci / zastitu za lice

Reagens amplifikacije
HEPES 25 - 30 %

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima
P273 — Izbjegavati ispustanje u okoli$
P280 — Nositi zastitu za o¢i / zastitu za lice

Enzimski reagens
HEPES 1-5%

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima.
P273 — Izbjegavati ispustanje u okolis
P280 — Nositi zastitu za o€i / zastitu za lice.

Reagens sonde

LAURIL SULFAT LITIJEVA SOL 35 - 40 %
JANTARNA KISELINA 10 - 15%

LITIJ HIDROKSID MONOHIDRAT 10 - 15 %

H412 — Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ugincima
P273 — Izbjegavati ispustanje u okoli$
P280 — Nositi zastitu za o¢i / zastitu za lice

Zahtjevi za pohranu reagensa i njihovo rukovanje

Nemoijte upotrebljavati reagense nakon isteka roka trajanja naznac¢enog na bocicama.

Dodatne upute za pohranu potrazite u nastavku.

A. Sljedeci se reagensi nakon primitka Cuvaju na temperaturi od 2 °C do 8 °C (u hladnjaku):

HPV Amplification Reagent

HPV Enzyme Reagent

HPV Probe Reagent

HPV Internal Control Reagent

HPV Positive Calibrators i Negative Calibrators

B. Sljededéi se reagensi ¢uvaju na temperaturi od 15 °C do 30 °C (na sobnoj temperaturi):

HPV Amplification Reconstitution Solution
HPV Enzyme Reconstitution Solution
HPV Probe Reconstitution Solution
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HPV Target Capture Reagent
HPV Selection Reagent

C. Nakon rekonstitucije, sljedec¢i su reagensi stabilni 30 dana kada se ¢uvaju na temperaturi
od 2 °C do 8 °C:

HPV Amplification Reagent
HPV Enzyme Reagent
HPV Probe Reagent

D. Radni reagens za hvatanje ciljne sekvence (eng. Working Target Capture Reagent,
wTCR) stabilan je 30 dana kada se ¢uva na temperaturi od 15 °C do 30 °C. Nemojte
Cuvati u hladnjaku.

E. NeiskoriStene rekonstituirane reagense i wTCR odlozite u roku od 30 dana ili nakon
isteka roka valjanosti osnovne serije, ovisno o tome §to je prije.

F. Reagensi HPV testa Aptima stabilni su kumulativha 72 sata kada se €uvaju na sustavu
Panther.

G. Reagens probe i rekonstituirani reagens probe fotosenzitivni su. Reagense pohranite
na mjesto zasticeno od svjetlosti.

H. Reagense nemojte zamrzavati.

Prikupljanje i pohrana uzoraka
A. Prikupljanje i obrada uzoraka
Uzorci tekucinske citologije ThinPrep

1. Cervikalne ispitke prikupite u bocice za papa test ThinPrep koji sadrZzavaju otopinu
PreservCyt, a sluZite se proizvodom za prikupljanje nalik metlici ili citoloSkom &etkicom/
Spatulom sukladno uputama proizvodaca.

2. Prije ili nakon obrade procesorom ThinPrep 2000, ThinPrep 5000, ThinPrep 5000 s
automatskim ucitavanjem ili procesorom ThinPrep Genesis, prenesite 1 mL teku¢eg
citoloSkog ispitka ThinPrep u epruvetu za prijenos ispitka Aptima u skladu s uputama za
uporabu kompleta za prijenos ispitka Aptima i paketa za prijenos otopine Aptima.

Tekuci citoloSki ispitci SurePath

1. Tekuce citoloSke ispitke SurePath prikupite u skladu s uputama za uporabu papa testa
SurePath i/ili sustava PrepStain.

2. Prijenos tekuceg citoloskog ispitka SurePath prenesite u epruvetu za prijenos ispitka
Aptima u skladu s uputama za uporabu kompleta za prijenos ispitka Aptima.

Uzorci kompleta Aptima Cervical Specimen Collection and Transport Kit
Uzorak prikupite u skladu s uputama za uporabu kompleta Aptima CSCT Kit.

B. Transport i pohrana prije testiranja
Uzorci tekucinske citologije ThinPrep

1. Uzorke tekucinske citologije ThinPrep prevozite na temperaturi od 2 °C do 30 °C.
2. Uzorke treba prenijeti u epruvetu za prijenos uzorka Aptima u razdoblju od 105 dana
od prikupljanja.
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3. Prije prijenosa, uzorci tekucinske citologije ThinPrep trebaju se uvati na temperaturi
od 2 °C do 30 °C i najdulje 30 dana na temperaturi iznad 8 °C.

4. Uzorci tekuc¢inske citologije ThinPrep koje ste prenijeli u epruvetu za prijenos uzorka
Aptima mogu se ¢uvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C najviSe 60 dana.

5. Ako je potrebna dulja pohrana, uzorak tekucinske citologije ThinPrep ili uzorak
tekucinske citologije ThinPrep razrijeden u epruveti za prijenos uzorka moze se ¢uvati
na temperaturi od -20 °C ili niZoj najviSe 24 mjeseca.

Uzorci tekucinske citologije SurePath

1. Uzorke tekucinske citologije SurePath prevozite na temperaturi od 2 °C do 25 °C.

2. Uzorke treba prenijeti u epruvetu za prijenos uzorka Aptima u razdoblju od 7 dana od
prikupljanja.

3. Prije prijenosa, uzorci tekucinske citologije SurePath trebaju se ¢uvati na temperaturi od
2°Cdo 25 °C.

4. Uzorci tekuc€inske citologije SurePath koje ste prenijeli u epruvetu za prijenos uzorka
Aptima mogu se €uvati na temperaturi od 2 °C do 25 °C najviSe 7 dana.

Uzorci kompleta Aptima Cervical Specimen Collection and Transport Kit
1. Uzorke prevozite i Cuvajte na temperaturi od 2 °C do 30 °C najviSe 60 dana.

2. Ako je potrebna dulja pohrana, uzorci kompleta za transport mogu se Cuvati na
temperaturi od -20 °C ili nizoj najvise 24 mjeseca.

C. Obrada uzoraka tekucinske citologiju SurePath

Napomena: Prije testiranja ispitivanjem Aptima HPV Assay, uzorke tekucinske citologije
SurePath potrebno je obraditi otopinom Aptima Transfer Solution.

1. Aptima Transfer Solution

Obradeni uzorci mogu se Cuvati na temperaturi od 2 °C do 8 °C najvise 17 dana prije
ispitivanja HPV testom Aptima. Za dodatne pojedinosti pogledajte komplet za prijenos
ispitka Aptima i prilog za prijenos otopine Aptima.

D. Pohrana uzoraka nakon testiranja

1. lIspitane uzorke pohranjujte na nosacu u uspravnom polozZaju.

2. Epruvete s uzorkom trebaju se zatvoriti novom i €istom plasticnom barijerom ili folijom.
3. Ako ispitane uzorke treba zamrznuti ili transportirati, uklonite probojni Cep i na epruvete
s uzorcima stavite nove, neprobojne Cepove. Ako se uzorci trebaju transportirati na

testiranje u drugu ustanovu, potrebno je odrzavati odredene temperature. Prije
otvaranja prethodno testiranih uzoraka kojima je ponovno stavljen Cep, epruvete s
uzorcima potrebno je centrifugirati 5 minuta pri 420 relativne centrifugalne sile (eng.
Relative Centrifugal Force, RCF) kako bi se sva tekuéina spustila na dno epruvete.

Napomena: Uzorci se trebaju transportirati u skladu s primjenjivim nacionalnim
i medunarodnim propisima o transportu.
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Sustav Panther

Reagensi za ispitivanje Aptima HPV Assay na sustavu Panther navedeni su u nastavku.
Pored naziva reagensa navedeni su i identifikacijski simboli reagensa.

Isporuceni reagensi i materijali
Ispitivanje Aptima HPV Assay, 250 testova, kat. br. 303093 (3 kutije)

Ispitivanje Aptima HPV Assay, 100 testova, kat. br. 302929 (3 kutije)

Kalibratori se mogu kupiti zasebno. Pojedinaéne kataloSke brojeve potraZite u nastavku.

Kutija ispitivanja Aptima HPV koja se ¢uva u hladnjaku
(nakon primitka ¢uvajte na 2 °C do 8 °C)

Simbol Komponenta Koligina

A HPV Amplification Reagent 1 bodica
Neinfektivne nukleinske kiseline osusene u puferiranoj otopini
koja sadrzava < 5 % sredstva za povecanje volumena.

E HPV Enzyme Reagent 1 bogica
Reverzna transkriptaza i RNK polimeraza osu$ene u
puferiranoj otopini HEPES koja sadrzava < 10 % reagensa za
povecanje volumena.

P HPV Probe Reagent 1 bogica
Neinfektivne kemiluminiscentne DNK probe (< 500 ng/bocica)

osuSene u puferiranoj otopini sukcinata koja sadrzava < 5 %
deterdZenta.

IC HPV Internal Control Reagent 1 bogica
Neinfektivni transkript RNK u puferiranoj otopini koja sadrZzava
< 5 % sredstva deterdzenta.

Kutija ispitivanja Aptima HPV koja se ¢uva na sobnoj temperaturi
(pohranite na sobnoj temperaturi, na 15 °C do 30 °C nakon primitka)

Simbol Komponenta Koligina

AR HPV Amplification Reconstitution Solution 1
Vodena otopina koja sadrzava konzervanse.

ER HPV Enzyme Reconstitution Solution 1
Puferirana otopina HEPES koja sadrZava povrSinski aktivnu
tvar i glicerol.

PR HPV Probe Reconstitution Solution 1
Puferirana otopina sukcinata koja sadrzava < 5 % deterdZenta.
S HPV Selection Reagent 1

600 mM boratom puferirane otopine koja sadrzava povrsinski
aktivnu tvar.

TCR HPV Target Capture Reagent (reagens ciljnog izdvajanja) 1
Puferirana otopina koja sadrzi ¢vrstu fazu i oligomere za
hvatanje (< 0,56 mg/mL).

Prstenovi za rekonstituciju 3

List crti€nih kodova osnovne serije 1 list

Aptima HPV Assay 9 AW-22202-2501 Rev. 001



Sustav Panther
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Kutija kalibratora Aptima HPV Calibrators (kat. br. 302554)
(nakon primitka €uvajte na 2 °C do 8 °C)

Simbol Komponenta Koli¢ina
PCAL Kalibrator HPV Positive Calibrator 5 bogica
Neinfektivni in vitro transkript HPV 16 u 1000 kopija po mL
u puferiranoj otopini koja sadrzava < 5 % deterdZenta.
NCAL  Kalibrator HPV Negative Calibrator 5 bogica

Puferirana otopina koja sadrZzava < 5 % deterdZenta.

Potrebni materijali koji su dostupni odvojeno

Napomena: Materijali dostupni kod tvrtke Hologic imaju navedene kataloSke brojeve, osim ako je

drugacije naznaceno.

Materijal

Sustav Panther
Kontinuirana tekucina i otpad sustava Panther (Panther Plus)
Panther komplet ciklusa

Komplet testnih tekucina Aptima
(otopina za ispiranje Aptima, pufer za deaktivacijsku tekucinu Aptima,
i reagens ulja Aptima)

Auto Detect komplet Aptima
Jedinice za vie epruveta (MTU-ovi)
Komplet vrecica za otpad Panther
Poklopac koSa za otpad Panther
Vrhovi, filtrirani volumena 1000 pL, provodni, s moguénosti mjerenja
razine tekucine i za jednokratnu upotrebu
Nisu svi proizvodi dostupni u svim regijama. Obratite se svom predstavniku za

informacije specificne za regiju
Aptima komplet za prijenos ispitka
Aptima komplet za prijenos ispitka — s moguc¢nos¢u ispisa
Aptima komplet za prikupljanje i prijenos cervikalnih ispitaka
Aptima probojni Cepovi
Zamjenski neprobojni ¢epovi
Rezervni Cepovi za 250 kompleta testova:
Otopine za rekonstituciju amplifikacijskog reagensa i reagensa sonde
Otopina za rekonstituciju enzimskog reagensa
TCR i selekcijski reagens
Rezervni ¢epovi za 100 kompleta testova:

Otopine za rekonstituciju amplifikacijskog reagensa i reagensa sonde
Otopina za rekonstituciju enzimskog reagensa
TCR i selekcijski reagens

Izbjeljiva¢ 5 % do 8,25 % (0,7 M do 1,16 M) otopine natrijeva hipoklorita
Jednokratne rukavice
Komplet za prijenos otopine Aptima (samo za ispitke SurePath)

Kat. Br.

303095
PRD-06067

303096
303014

303013

104772-02

902731

504405

901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

301154C

PRD-05110

302657

105668

103036A

CL0041
501616
CL0040

CL0041
CL0041
501604

303658
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Opcionalni materijali

Materijal Kat. Br.

Pojacivac izbjeljivata za Ciscenje 302101

Postupak testa na sustavu Panther

Napomena: Dodatne informacije o postupku na sustavu Panther potraZite u prirucnik za
rukovatelja Panther/Panther Fusion.

A. Priprema radnog prostora

Ocistite radne povrSine na kojima ¢e se pripremati reagensi i uzorci. PrebriSite radne povrSine
otopinom natrijeva hipoklorita od 2,5 % do 3,5 % (0,35 M do 0,5 M). Ostavite otopinu
natrijevog hipoklorita na povr§inama najmanje 1 minutu, a zatim je isperite vodom. Nemojte
ostaviti otopinu natrijeva hipoklorita da se osusi. PovrSinu radnog stola na kojoj ¢e se
pripremati reagensi i uzorci prekrijte €istim apsorpcijskim pokrovima s plastiénom poledinom
za radne povrsine u laboratoriju.

B. Priprema reagensa novog kompleta

Napomena: Rekonstituciju reagensa potrebno je provesti prije poCetka rada na sustavu
Panther.

1. Zarekonstituciju reagensa za amplifikaciju, enzimskog reagensa i reagensa probe
kombinirajte boce liofiliziranog reagensa i otopine za rekonstituciju. Ako su rashladene,
prije upotrebe priCekajte da otopine za rekonstituciju dosegnu sobnu temperaturu.

a. Svaku otopinu za rekonstituciju uparite s njenim liofiliziranim reagensom. Prije
pri¢vrséivanja prstena za rekonstituciju provjerite podudaraju li se boje oznaka na
otopini za rekonstituciju i reagensu.

b. Provjerite brojeve serija na listu crti¢nih kodova osnovne serije kako biste se uvijerili
da ste uparili odgovarajuce reagense.

c. Otvorite bocicu liofiliziranog reagensa i kraj prstena za rekonstituciju s urezima
¢vrsto umetnite u otvor bocice (Slika 1, korak 1).

d. Otvorite odgovarajucu otopinu za rekonstituciju i ep stavite na Cistu, prekrivenu
radnu povrsinu.

e. Dok bocu s otopinom drzite na radnom stolu, drugi kraj prstena za rekonstituciju
¢vrsto umetnite u bocu (Slika 1, korak 2).

f. Polako preokrenite sastavljene boce. Ostavite otopinu da se iscijedi iz boce
u staklenu bocicu (Slika 1, korak 3).

g. Otopinu u boci njezno protresite kruznim pokretima kako biste je temeljito promijesali.
Izbjegavajte stvaranje pjene dok bocu tresete kruznim pokretima (Slika 1, korak 4).

h. Pri¢ekajte da liofilizirani reagens ude u otopinu, a zatim ponovno preokrenite
sastavljene boce uz nagib pod kutom od 45° kako biste smanijili stvaranje pjene
(Slika 1, korak 5). PriCekajte da se sva tekucina iscijedi natrag u plasti¢nu bocu.

i. Uklonite prsten za rekonstituciju i staklenu bocicu (Slika 1, korak 6).

j- Vratite ¢ep na plasti¢nu bocu. Zabiljezite inicijale korisnika i datum rekonstitucije na
sve bodice rekonstituiranih reagensa (Slika 1, korak 7).

k. Odlozite prsten za rekonstituciju i bocicu u otpad (Slika 1, korak 8).

Upozorenje: Izbjegavajte stvaranje pjene prilikom rekonstitucije reagensa. Pjena ugroZava mjerenje razine u sustavu Panther.
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Slika 1. Postupak rekonstitucije na sustavu Panther

2. Pripremite radni reagens za hvatanje ciljne sekvence (WTCR):

a.
b.

Uparite odgovarajuée boce TCR-a i IC-a.

Provjerite brojeve serija reagensa na listu crtiCnih kodova osnovne serije kako biste
se uvjerili da ste uparili odgovarajuée reagense u kompletu.

Otvorite bocu TCR-a i Cep stavite na &istu, prekrivenu radnu povrsinu.

Otvorite bocu IC-a i cijeli njen sadrzaj ulijte u bocu TCR-a. Oc¢ekujte da ¢e vam
u boci IC-a ostati mala koli¢ina tekucine.

Zacepite bocu TCR-a i otopinu njezno protresite kruznim pokretima kako biste
promijeSali sadrzaj. Izbjegavajte stvaranje pjene tijekom ovog koraka.

Na oznaku zabiljeZite inicijale korisnika i aktualni datum.
Bocu IC-a i ¢ep odlozite u otpad.

U wTCR-u se moze formirati talog koji moze dati nevazeée rezultate zbog pogreSaka
potvrde volumena. Talog se mozZe otopiti zagrijavanjem wTCR-a na temperaturu od
42 °C do 60 °C u trajanju od 90 minuta. Prije uporabe wTCR ostavite da dosegne
sobnu temperaturu. Nemojte upotrebljavati ako je talog i dalje prisutan.

3. Pripremite selekcijski reagens

a.

b.

Provijerite broj serije reagensa na listu crtinih kodova osnovne serije kako biste
se uvijerili da pripada kompletu.

Ako selekcijski reagens sadrzava talog, zagrijte ga do 60 °C £ 1 °C na 45 minuta
kako biste olak3ali otapanje taloga. Bocu njezno promijeSajte svakih 5 do 10 minuta.
Prije uporabe selekcijski reagens ostavite da dosegne sobnu temperaturu. Nemojte
upotrebljavati ako su talog ili zamucenje i dalje prisutni.

Napomena: Prije postavijanja na sustav sve reagense temeljito promije$ajte njeznim
preokretanjem. Izbjegavajte stvaranje pjene tijekom preokretanja reagensa.

C. Priprema reagensa za prethodno rekonstituirane reagense

1. Prije pocCetka ispitivanja prethodno rekonstituirani reagens za amplifikaciju, enzimski
reagens i reagens probe trebaju dosegnuti sobnu temperaturu (15 °C do 30 °C).

2. Ako rekonstituirani reagens probe sadrzava talog koji se ne otapa na sobnoj
temperaturi, zagrijte ga na temperaturu koja ne premasuje 60 °C u trajanju od 1 do
2 minute. Nemojte upotrebljavati ako je prisutan talog ili zamuéenje.

3. Ako wTCR sadrzava talog, zagrijte ga na temperaturu od 42 °C do 60 °C u trajanju od
90 minuta. Prije uporabe wTCR ostavite da dosegne sobnu temperaturu. Nemojte
upotrebljavati ako je talog i dalje prisutan.

Aptima HPV Assay
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4. Ako selekcijski reagens sadrzava talog, zagrijte ga do 60 °C £ 1 °C na 45 minuta kako

biste olakSali otapanje taloga. Bocu njezno promijeSajte svakih 5 do 10 minuta. Prije
uporabe selekcijski reagens ostavite da dosegne sobnu temperaturu. Nemojte
upotrebljavati ako su talog ili zamucéenje i dalje prisutni.

Prije postavljanja na sustav svaki reagens temeljito promije3ajte njeznim preokretanjem.
Izbjegavaijte stvaranje pjene tijekom preokretanja reagensa.

Bocice s reagensom nemoijte puniti do vrha. Sustav Panther prepoznat ¢e i odbiti boce
koje su napunjene do vrha.

D. Rukovanje uzorcima

1.
2.
3.

Prije obrade, uzorke (kalibratore i uzorke) ostavite da dosegnu sobnu temperaturu.
Uzorke ne mijesSajte vorteks mijesSalicom.

Epruvete s uzorcima pregledajte prije nego Sto ih postavite nosac. Ako epruveta

s uzorkom sadrZava mjehurice ili ima volumen nizi od onog koji se obi¢no biljeZi,
epruvetu centrifugirajte 5 minuta pri 420 RCF kako biste se pobrinuli da se tekuéina
nije zadrzala u Cepu.

Napomena: NepridrZzavanje koraka 3 moZe dovesti do istjecanja tekucine iz ¢epa
epruvete s uzorkom.

E. Priprema sustava

1.

2.

Sustav postavite u skladu s uputama u korisni¢kom priruéniku sustava Panther i odjeljku
Napomene o postupku u nastavku. Pobrinite se da se upotrebljavaju nosaci reagensa
i adapteri za TCR odgovarajuce veli€ine.

Postavite uzorke.

Napomene o postupku
A. Kalibratori

1.

Za pravilan rad sa softverom ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther
potrebna su tri replikata pozitivhog kalibratora i tri replikata negativnog kalibratora.
Po jedna bocica svakog kalibratora moze se postaviti u bilo koji poloZaj na nosacu
na bilo kojoj traci odjeljka za uzorke na sustavu Panther. Pipetiranje uzoraka zapocet
¢e kada je zadovoljen jedan od sljedecih dvaju uvjeta:

a. Sustav trenutacno obraduje pozitivni i negativni kalibrator.
b. U sustav su registrirani vazeci rezultati za kalibratore.

Kada se epruvete s kalibratorom pipetiraju i obrade za odredeni komplet reagensa,
uzorci se mogu obraditi s pomocu pridruzenog kompleta reagensa ispitivanja do
24 sata, osim u sljedecim slu€ajevima:

a. Rezultati kalibratora nisu vazeci.
b. PridruZeni komplet reagensa ispitivanja uklanja se iz sustava.
c. Pridruzeni komplet reagensa ispitivanja premasio je granice stabilnosti.

PokuS$aiji pipetiranja vide od tri replikata iz epruvete s kalibratorom mogu dovesti
do pogresaka pri obradi.

B. Temperatura
Sobna temperatura definirana je kao temperatura od 15 °C do 30 °C.

C. Puder iz rukavica

Kao i kod svakog drugog sustava reagensa, viSak pudera na nekim rukavicama moze
uzrokovati kontaminaciju otvorenih epruveta. Preporu€uje se uporaba rukavica bez pudera.
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Postupci kontrole kvalitete

A

Kriteriji valjanosti obrade

Softver automatski odreduje valjanost obrade. Softver ¢e ponistiti obradu ako se dogodi bilo
koji od sljedecih uvjeta:

+ ViSe od jednog nevazeceg replikata negativnog kalibratora.

* ViSe od jednog nevazZeceg replikata pozitivhog kalibratora.

Obradu moze ponistiti korisnik ako tijekom provodenja ispitivanja uocCi i zabiljezi tehnicke
poteskoce, poteSkoée pri rukovanju ili poteSkoée vezane uz instrument.

NevazecCa obrada mora se ponoviti. Prekinute obrade moraju se ponoviti.

Kriteriji prihvatljivosti kalibratora
U tablici u nastavku definirani su kriteriji RLU-ova za replikate negativnih i pozitivnih kalibratora.

Negativni kalibrator
Analit| 2 0i=45.000 RLU-ova
IC| >75.000i < 400.000 RLU-ova

Pozitivni kalibrator
Analit| =480.000i < 1.850.000 RLU-ova
IC| < 450.000 RLU-ova

IzraCun grani¢ne vrijednosti za IC

Granicna vrijednost za IC utvrduje se na temelju signala IC-a (brza emisija svjetlosti,
eng. flasher) iz vazeéih replikata negativnog kalibratora.

Graniéna 0,5 x [srednja vrijednost RLU-ova IC-a vazecih replikata negativnog
vrijednost za IC = kalibratora]

IzraCun grani¢ne vrijednosti analita

Granic¢na vrijednost analita utvrduje se na temelju signala analita (sporija emisija svjetlosti,
eng. glower) iz vazecih replikata negativnog kalibratora, kao i signala analita iz vazeéih
replikata pozitivnog kalibratora.

Granié iiednost [srednja vrijednost RLU-ova analita vaZecih replikata negativnog
ranicna vrije I'?tos- kalibratora] + [0,09 x srednja vrijednost RLU-ova analita vazecih
anallta = .o plikata pozitivnog kalibratora]

Izraun omjera signala i grani¢ne vrijednosti (S/CO) analita
S/CO analita utvrduje se na temelju RLU-ova analita testnog uzorka i graniéne vrijednosti
analita za obradu.

RLU analita testnog uzorka
grani¢na vrijednost analita

S/CO analita =
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Tumacenje testa

Softver ispitivanja automatski odreduje rezultate testa ispitivanja. Rezultat testa moze biti
negativan, pozitivan ili nevazedi, sto se utvrduje RLU-om IC-a i S/CO-om analita. Rezultat
testa moze biti nevaze¢i i zbog drugih parametara (abnormalan oblik kineti¢ke krivulje) koji su
izvan uobigajenih o€ekivanih raspona. PoCetno nevazece rezultate testa potrebno je ponoviti.

Uzorke kompleta Aptima CSCT Kit moguce je razrijediti kako bi se uklonile potencijalno
inhibirajuée tvari. Razrijedite 1 dio nevazeceg uzorka u 8 dijelova transportnog medija za
uzorke (otopina u epruvetama kompleta CSCT Kit); npr. 560 uL uzorka u novu epruvetu
kompleta CSCT Kit koja sadrzava 4,5 mL transportnog medija za uzorke. Razrijedeni uzorak
promijesajte njeznim preokretanjem; izbjegavajte stvaranje pjene. Razrijedeni uzorak testirajte
u skladu sa standardnim postupkom ispitivanja.

Napomena: Minimalni volumen od 1,7 mL potreban je za testiranje 1 alikvota uzorka.
Nemojte razrjedivati nevazedi razrijedeni uzorak. Ako razrijedeni uzorak daje nevazeci
rezultat, potrebno je od pacijentice uzeti novi uzorak.

Rezultat ispitivanja

Aptima HPV Assay Kriteriji

S/CO analita < 0,50

Negativan IC = granicna vrijednost za IC
IC < 2.000.000 RLU-ova
S/CO analita 2 0,50

Pozitivan IC < 2.000.000 RLU-ova

Analit = 13.000.000 RLU-ova

IC > 2.000.000 RLU-ova

ili

Nevazeci S/CO analita < 0,50 i IC < grani¢na vrijednost za IC
ili

Analit > 13.000.000 RLU-ova

Aptima HPV Assay 15 AW-22202-2501 Rev. 001



Ograniéenja Aptima”

Ograni€enja

A

Vrste uzoraka osim onih navedenih za namjenu nisu procijenjene.

B. Radni ucinak ispitivanja Aptima HPV Assay nije procijenjen za pojedince cijepljene protiv

HPV-a.

Ispitivanje Aptima HPV Assay nije procijenjeno u slu€ajevima u kojima se sumnja na
seksualno zlostavljanje.

Prevalencija infekcije HPV-om u populaciji mozZe utjecati na radni ucinak. Pozitivhe
prediktivne vrijednosti smanjuju se prilikom testiranja populacija s niskom prevalencijom ili
pojedinaca bez rizika od infekcije.

Uzorci tekucéinske citologije ThinPrep koji sadrZzavaju volumen manji od 1 mL nakon
pripreme stakalca za papa test ThinPrep smatraju se neodgovaraju¢ima za ispitivanje
Aptima HPV Assay.

Za uklanjanje 1 mL uzorka tekucinske citologije SurePath prije citoloSke obrade nije
procijenjen utjecaj na citoloSki nalaz.

Na rezultate testa mogu utjecati nepropisno prikupljanje, pohrana i obrada uzoraka.

H. Interna kontrola prati korake hvatanja, amplifikacije i otkrivanja ciljne sekvence ispitivanja. Nije

namijenjena za kontrolu adekvatnosti cervikalnog uzorkovanja.

Negativan rezultat ispitivanja Aptima HPV Assay ne iskljuCuje moguénost citoloskih
abnormalnosti te buducih ili prikrivenih displazija CIN2, CIN3 ili raka.

Intimni lubrikanti koji sadrze polikvaternij-15 mogu interferirati s radnim ucinkom ispitivanja
kada su prisutni u koncentracijama veéim od 0,025 % (v/v ili w/v) testnog uzorka.

Lijekovi protiv gljivica koji sadrze tiokonazol mogu interferirati s radnim ucinkom
ispitivanja kada su prisutni u koncentracijama vec¢im od 0,075 % (w/v) testnog uzorka.

Ispitivanje Aptima HPV Assay daje kvalitativne rezultate. Stoga se ne moze utvrditi
korelacija izmedu opsega pozitivhog signala ispitivanja i razine ekspresije mRNK u uzorku.

. Otkrivanje mRNK visokorizi€nog HPV-a ovisi o broju kopija prisutnih u uzorku i na njega

mogu utjecati metode prikupljanja uzorka, ¢imbenici vezani uz pacijenticu, stadij infekcije
te prisutnost interferirajucih tvari.

. Infekcija HPV-om nije pokazatelj citoloSke skvamozne intraepitelne lezije visokog stupnja

(eng. high-grade squamous intraepithelial lesion, HSIL) ili prikrivene cervikalne
intraepitelne neoplazije (eng. cervical intraepithelial neoplasia, CIN) niti ukazuje na to da
Ce se razviti displazija CIN2, CINS ili rak vrata maternice. Kod veéina Zena s infekcijom
jednom ili viSe visokorizi¢nih vrsta HPV-a ne razvije se displazija CIN2, CIN3 ili rak vrata
maternice.

Ucinak drugih potencijalnih varijabli, poput vaginalnog iscjetka, uporabe tampona, irigacije
itd. te varijabli prikupljanja uzoraka nije procijenjen.

Uporaba ovog proizvoda ograni¢ena je na osoblje obuceno za uporabu ispitivanja Aptima
HPV Assay.
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Q. Unakrsna kontaminacija uzoraka moze uzrokovati lazno pozitivhe rezultate. Utvrdeno je
da stopa prijenosa HPV testa Aptima na sustavu Panther u neklini¢koj studiji iznosi 0,7 %.

R. Ispitivanje Aptima HPV Assay treba se tumaciti u kombinaciji s drugim laboratorijskim i
klinickim podacima dostupnima lije€niku.

S. Ovaj test moze dati lazno pozitivne rezultate. In vitro transkripti niskoriziénih genotipova
HPV-a 26, 67, 70 i 82 ukazali su na unakrsnu reaktivnost s ispitivanjem Aptima HPV
Assay.
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Ocekivani rezultati za sustav Panther: prevalencija mRNK visokorizi€nog
HPV-a

Prevalencija infekcije visokoriziénim HPV-om uvelike varira i na nju utjeCe nekoliko
Cimbenika, od kojih najveci doprinos ima dob.*** Mnoge su studije istrazivale prevalenciju
HPV-a utvrdenu otkrivanjem DNK HPV-a, no malo studija izvjeStava o prevalenciji na temelju
otkrivanja onkogene mRNK HPV-a. Zene s razligitih klini¢kih lokacija (n = 18) koje
predstavljaju Siroku geografsku rasprostranjenost i raznoliku populaciju (10 drZzava u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama) bile su uklju¢ene u prospektivnu klini¢ku studiju poznatu i
kao ispitivanje CLEAR.*® Kako je utvrdeno ispitivanjem Aptima HPV Assay na sustavu
Panther, prevalencija uzoraka pozitivnih na mRNK HPV-a zabiljeZzena u kliniCkom ispitivanju
sveukupno je kategorizirana prema dobnoj skupini i prema lokaciji testiranja. Rezultati za
populacije ASC-US (atipitne skvamozne stanice neodredenog znacenja) i NILM (negativno
na intraepitelnu leziju ili malignitet) prikazani su u Tablica 1.

Tablica 1: Prevalencija mRNK visokorizicnog HPV-a prema dobnoj skupini, lokaciji testiranja
i kombinirano

% stope pozitivnosti (x/n)
Populacija ASC-US Populacija NILM
(2 21 godina) (2 30 godina)
Svi 42,3 (404/956) 4,7 (512/10.860)
Dobna skupina (godine)
21 do 29 60,0 (251/418) N/P
30 do 39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4192)
240 19,0 (52/273) 3,4 (226/6668)
Lokacija testiranja
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/P = nije primjenjivo
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Dizajn klinicke studije ispitivanja Aptima HPV Assay s uzorcima
tekuéinske citologije ThinPrep

Ispitivanje Aptima HPV Assay na sustavu Panther procijenjeno je s pomocu preostalih
referalnih uzoraka citologije prikupljenih od Zena koje su za to dale privolu tijekom
prospektivne, multicentricne americke klinicke studije poznate i kao ispitivanje CLEAR.*

HPV test Aptima prvi je puta lansiran na sustavu Tigris” DTS 2008. Godine 2011. indikacije
su prosirene na koristenje HPV testa Aptima na sustavu Panther. Sustav Panther alternativna
je, manja instrumentalna platforma za sustav Tigris DTS. Oba sustava namijenjena su
potpunoj automatizaciji testiranja amplificiranih nukleinskih kiselina dijagnostickih testova.
Odabrano ispitivanje izvedbe testa dovrSeno na sustavu Tigris DTS iskoriSteno je za podrsku
izvedbi testa na sustavu Panther.

Ispitivanje CLEAR - po€etna procjena

Ispitivanje CLEAR provedeno je u svrhu utvrdivanja klinickog radnog ucinka ispitivanja Aptima
HPV Assay na sustavu Tigris DTS u otkrivanju skvamozne intraepitelne lezije 2. stupnja ili
ozbiljnije bolesti vrata maternice (= CIN2). Ispitivanje CLEAR obuhvacalo je po¢etnu procjenu i
kontrolnu procjenu u trajanju od 3 godine. Zene su ukljugene u studiju ASC-US ili studiju NILM
ovisno o citoloSkim nalazima rutinskog probira raka vrata maternice. Populacija studije ASC-US
obuhvacala je Zene u dobi od 21 godine i starije s citoloskim nalazima ASC-US, a populacija
studije NILM obuhvacala je Zene u dobi od 30 godina i starije s citoloSkim nalazima NILM.
Studija NILM osmisljena je za podrzavanje dodatne tvrdnje probira za zene u dobi od 30 godina
i starije jer bi Zene tog dobnog raspona s citoloskim nalazima viSim od ASC-US trebale
nastaviti s kolposkopijom neovisno o njihovom statusu HPV-a.*

U studiju su uklju¢ene zene s 18 klini¢kih lokacija, prvenstveno iz opstetri¢kih/ginekoloskih
klinika, koje su obuhvatile Siroku geografsku rasprostranjenost i raznoliku populaciju. Zene
koje su zadovoljavale uvjete dodijeljene su studiji ASC-US ili studiji NILM ovisno o njihovom
referalnom uzorku tekucinske citologije ThinPrep. Na poc€etku su preostali referalni uzorci
Zena iz studije ASC-US i iz studije NILM testirani s pomocu ispitivanja Aptima HPV Assay na
sustavu Tigris DTS i komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a. Uzorci su tada arhivirani i
pohranjeni na temperaturi od -70 °C do testiranja s pomocu ispitivanja Aptima HPV Assay na
sustavu Panther.

Na pocetku ispitivanja CLEAR (pocetna faza) sve su Zene iz studije ASC-US upucene na
kolposkopiju, neovisno o njihovim rezultatima testa HPV-a. Prikupljeni su uzorci
endocervikalne kiretaze (eng. endocervical curettage, ECC) i ubodne biopsije vrata maternice
(1 biopsija na svakom od 4 kvadranta). Ako je bila vidljiva lezija, prikupljeni su uzorci ubodne
biopsije (usmjerena metoda; 1 biopsija po leziji), a kod kvadranata bez vidljive lezije
provedena je biopsija na skvamokolumnarnoj granici (nasumi¢na metoda).

U studiji NILM, zZene pozitivhe na ispitivanju Aptima HPV Assay na sustavu Tigris DTS i/ili
komercijalno dostupnom testu DNK HPV-a, kao i nasumi¢no odabrane Zene koje su bile
negativne primjenom oba ispitivanja, upuc¢ene su na kolposkopiju u svrhu poCetne evaluacije.
Nasumiéno odabrane Zene koje su bile negativhe na oba ispitivanja uklju€ene su radi
ispravka zbog pristranosti potvrde s prilagodenim procjenama radnog ucinka generiranima s
pomocu metode viSestruke imputacije. Uzorak biopsije ECC-om prikupljen je od svake Zene
koja je bila podvrgnuta kolposkopiji. Uzorci ubodne biopsije prikupljeni su samo iz vidljivih
lezija (usmjerena metoda; 1 biopsija po leziji).

Status bolesti utvrden je konsenzusnim panelom za procjenu histolosSkih nalaza, koji je
temeljen na sporazumu najmanje 2 stru¢na patologa. Stru¢nim patolozima status HPV-a Zena
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bio je skriven. Skriven im je bio i citoloSki status, kao i njihove medusobne histoloSke
dijagnoze. Ako se sva 3 patologa nisu slagala, sva 3 patologa morala su pregledati stakalca
pod mikroskopom s viSe glava kako bi se dobio konsenzusni rezultat. Znanstvenicima,
lijeCnicima i Zenama rezultati testa na HPV skriveni su do zavrdetka pregleda kolposkopije
kako bi se izbjegla pristranost.

Pocetni Kklini¢ki radni udinak ispitivanja Aptima HPV Assay u otkrivanju = CIN2 i skvamozne
intraepitelne lezije 3. stupnja ili ozbiljnije bolesti vrata maternice (= CIN3) procijenjen je

u odnosu na status cervikalne bolesti utvrden na pocéetku studije. Radi izravne usporedbe
rezultata ispitivanja Aptima HPV Assay utvrden je i kliniCki radni u€inak komercijalno
dostupnog testa DNK HPV-a.

Ispitivanje CLEAR - kontrolna procjena

Zene iz studije NILM s 14 klini¢kih lokacija zadovoljile su uvjete za sudjelovanje u kontrolnoj
fazi studije u trajanju od 3 godine ako: i) su na poletku studije bile podvrgnute pregledu
kolposkopije i nisu imale = CIN2, ili ii) na poletku studije nisu bile podvrgnute pregledu
kolposkopije. Kontrolna faza studije sastojala se od godiSnjih pregleda. Na tim je pregledima
za svaku zZenu provedeno uzorkovanje vrata maternice za citologiju, a neke su Zene takoder
testirane komercijalno dostupnim testom na HPV. Zene s dijagnozom ASC-US ili ozbiljnijim
citoloSkim nalazima tijekom kontrolnog su razdoblja upuc¢ene na kolposkopiju u sklopu koje
se provode jednaki postupci biopsije i histoloSkog pregleda koji su provedeni u pocetnoj
procjeni studije NILM. Status bolesti vrata maternice na kontrolnom se pregledu smatrao
»negativnim” na temelju citoloSkog nalaza NILM ili na temelju normalnih rezultata odnosno
rezultata CIN1 konsenzusnog panela za procjenu histoloSkih nalaza, sto je bio slu€aj kod
Zena s abnormalnim rezultatima citoloSkog testa. Za Zene kod kojih je tijekom kontrolnog
razdoblja utvrden rezultat = CIN2 smatralo se da su zavrSile kontrolu te nakon otkrivanja
rezultata =2 CIN2 nisu bile podvrgnute daljnjim pregledima. Za Zene kod kojih tijekom
kontrolnog razdoblja nije utvrden rezultat = CIN2, ali su bile podvrgnute pregledu tijekom 1.
kontrolne godine i/ili 2. kontrolne godine te pregledu tijekom 3. kontrolne godine smatralo se
da su zavrsile kontrolu.

Cilj kontrolne studije bila je usporedba trogodidnjeg kumulativhog rizika od bolesti vrata
maternice kod Zena s poCetnim pozitivnim rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay s
trogodisnjim kumulativnim rizikom od bolesti vrata maternice kod Zena s pocetnim negativnim
rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay. Status bolesti vrata maternice u razdoblju od
3 godine utvrden je na sljedeci nacin:

+ Pozitivan status bolesti vrata maternice (= CIN2 i/ili = CIN3) — Zene s utvrdenim
rezultatom = CIN2 na pocetku studije ili tijekom kontrolnog razdoblja.

* Negativan status bolesti vrata maternice (< CIN2) — Zene sa zavrSenom kontrolom bez
utvrdenog rezultata = CIN2 za koje se smatralo da nemaju ,neodredeni” status bolesti
vrata maternice.

* Neodredeni status bolesti vrata maternice — Zene s abnormalnim rezultatima citoloskog
testa tijekom kontrole koje nisu imale naknadni rezultat koji je utvrdio konsenzusni panel
za procjenu histolodkih nalaza ili Zene koje su na posljednjem pregledu imale
neodgovarajuci citoloski nalaz.

 lzgubljeni u kontroli” (eng. lost to follow-up) — Zene koje nisu zavrsile kontrolu i za koje
se ne smatra da imaju ,neodredeni” status bolesti vrata maternice.

Klinicki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther u otkrivanju = CIN2
i 2 CIN3 procijenjen je u odnosu na status bolesti vrata maternice u razdoblju od 3 godine.
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Radni uc¢inak sustava Panther

Populacija ASC-US 2 21 godina: klini¢ki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay

Sveukupno su u studiju ASC-US bile ukljuéene 1252 zene u dobi od 21 godine i starije s
citoloskim nalazima ASC-US, a njih 294 povuceno je iz studije. Preostalih 958 zena
zadovoljilo je uvjete za testiranje na sustavu Panther. Za dvije Zene nedostajali su uzorci, a
njih 19 imalo je neodredenu dijagnozu bolesti. Sve su isklju¢ene iz analize. Preostalih 937
Zena koje su se mogle procijeniti bile su u dobi od 21 godine i starije, s citoloSkim nalazima
ASC-US, rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther i nedvojbenim
statusom bolesti. Devedeset i jedna (91) zena imala je rezultat = CIN2, a Cetrdeset i jedna
(41) zena imala je rezultat = CIN3. Prevalencija rezultata 2 CIN2 i 2 CIN3 u Zena koje su se
mogle procijeniti i s citoloSkim nalazima ASC-US bila je 9,7 % odnosno 4,4 %. Rezultati
ispitivanja Aptima HPV Assay utvrdeni dijagnozama konsenzusnog panela za procjenu
histoloskih nalaza prikazani su u Tablica 2.

Tablica 2: Populacija ASC-US = 21 godina: rezultati ispitivanja Aptima HPV Assay utvrdeni
dijagnozom konsenzusnog panela za procjenu histoloskih nalaza

Rezultat Dijagnoza konsenzusnog panela za procjenu histoloskih nalaza
ispitivanja Test DNK
Aptima HPV* HPV-a Neodredeno** Normalno CIN1 CIN2 CIN3 Karcinom | Ukupno
Pozitivan Pozitivan 6 178 110 40 32 1 367
Pozitivan Negativan 0 5 2 0 2 0 9
Pozitivan Bez - 0 15 1 0 2 0 28
rezultata
Negativan Pozitivan 0 39 15 3 3 0 60
Negativan Negativan 10 372 53 7 1 0 443
Negativan Bez 3 39 7 0 0 0 49
rezultata
Ukupno 19 648 198 50 40 il 956

*Svi uzorci imali su vaze¢e konacne rezultate (nakon pocetnog testiranja ili nakon razrjeSenja nevazedéih rezultata po
postupku).

**19 ispitanica podvrgnuto je pregledu kolposkopije, ali dijagnoza nije mogla biti postavljena iz sljedecih razloga: <5
prikupljenih uzoraka biopsije s normalnim/CIN1 histoloSkim rezultatima (n = 15), uzorci biopsije nisu prikupljeni (n = 3) i
stakalca s uzorcima biopsije su izgubljena (n = 1).

***77 zena s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citolodkog uzorka.

****Jedna ispitanica imala je adenokarcinom in situ (AIS).

Procjene klinickog radnog ucinka ispitivanja Aptima HPV Assay, ukljucujuéi osjetljivost,
specificnost, pozitivhu prediktivnu vrijednost (PPV) i negativnu prediktivnu vrijednost (NPV), u
otkrivanju = CIN2 i 2 CIN3, temeljene na procjeni svih biopsija i uklju€ivanju samo usmjerenih
uzoraka biopsije, kao i procjene komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a prikazane su u
Tablica 3.
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Tablica 3: Populacija ASC-US = 21 godina: klini¢ki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay i testa
DNK HPV-a u otkrivanju = CIN2 i = CIN3

Ispitivanje Aptima HPV Assay

Test DNK HPV-a

N =937 N = 863*
Radni uc¢inak Procjena (95 %-tni CI) Procjena (95 %-tni CI)
Sve biopsije
84,6 88,8
- o , )
Osjetljivost (%) (77/91) (75,8, 90,6) (79/89) (80,5, 93,8)
62,1 55,8
. o , )
Specifiénost (%) (525/846) (58,7, 65,3) (432/774) (52,3, 59,3)
19,3 18,8
0, ’ il
PPV (%) (77/1398) (17,3, 21,2) (79/421) (17,0, 20,4)
97,4 97,7
o ) )
NPV (%) (525/539) (96,0, 98,5) (432/442) (96,2, 98,8)
Prevalencija (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
2 CIN2
Usmjerene biopsije**
90,0 93,2
- o , )
Osjetljivost (%) (54/60) (79,9, 95,3) (55/59) (83,8, 97,3)
60,8 54,5
. o , )
Specifiénost (%) (531/874) (57,5, 63,9) (437/802) (51,0, 57,9)
13,6 13,1
0, ’ il
PPV (%) (541397) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98,9 99,1
0, ’ )
NPV (%) (531/537) (97,8, 99,6) (437/441) (97,9, 99,7)
Prevalencija (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
Sve biopsije
90,2 92,3
- o , )
Osjetljivost (%) (37/41) (77,5, 96,1) (36/39) (79,7, 97,3)
Specifiénost (%) (53559/5796) (56,5, 62,9) (43593/5324) (49,9, 56,7)
9,3 8,6
0, ’ 3’
PPV (%) (37/398) (8,0, 10,3) (36/421) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
NPV (%) (535/539) (98,3, 99,8) (439/442) (98,3, 99,8)
Prevalencija (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
2 CIN3
Usmjerene biopsije**
93,1 96,4
- o , )
Osjetljivost (%) (27129) (78,0, 98,1) (27/28) (82,3, 99,4)
Specifiénost (%) (535535106) (55,8, 62,2) (44502/5834) (49,4, 56,1)
6,8 6,4
0, ’ il
PPV (%) (27/398) (5.7.7.5) (27/421) (55,7.0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (535/537) (98,8, 100) (440/441) (98,9, 100)

Prevalencija (%)

3,1 (29/935)

3,2 (28/862)

*74 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka. ;
**Konsenzusni rezultat histoloskog uzorka izveden je isklju¢ivo s pomoc¢u rezultata iz usmjerenih biopsija. Zene bez uzoraka
usmjerenih biopsija odraz su normalne kolposkopije te su u ove analize uklju¢ene kao ispitanice bez oboljenja (< CIN2 ili

< CIN3, prema potrebi). Konsenzus se nije uvijek postigao kada su bile uklju¢ene samo usmjerene biopsije.

Aptima HPV Assay

22

AW-22202-2501 Rev. 001



Aptima” Radni uéinak sustava Panther

Kod procjenjivanja svih biopsija, procjene klinicke osjetljivosti ispitivanja Aptima HPV Assay i
komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a u otkrivanju = CIN2 i = CIN3, gdje su dostupni
rezultati oba ispitivanja, bile su slicne (razlike u procjenama osjetljivosti nisu bile statisticki
znacajne). Za = CIN2 razlika u osjetljivosti iznosila je -4,5 % (95 %-tni Cl: -12,2 %, 2,5 %).
Procjene KkliniCke specifi€nosti ispitivanja Aptima HPV Assay za otkrivanje =2 CIN2 i = CIN3
bile su viSe od onih na komercijalno dostupnom testu DNK HPV-a (razlike u procjenama
specifiCnosti bile su statistiCki znacajne). Za = CIN2 razlika u specifi€nosti iznosila je 6,1%
(95 %-tni Cl: 4,2%, 8,2%). PPV ispitivanja Aptima HPV Assay je u otkrivanju = CIN2 bio
blago visi od PPV-a komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a (19,3% u odnosu na 18,8%),
dok su im NPV-ovi bili sli¢ni.

Od 91 slu€aja s rezultatom = CIN2, njih 60 (65,9 %) identificirano je putem usmjerenih
biopsija, dok je 31 (34,1 %) identificiran putem nasumiéne biopsije i/ili biopsije ECC-om (t;.
biopsijama koje nisu bile usmjerene). Ti nalazi usporedivi su s rezultatima objavljenih studija
u kojima je otprilike 25 % do 40 % slu€ajeva s rezultatima = CIN2 identificirano samo u
uzorcima nasumicne biopsije i/ili biopsije ECC-om.** Kada su se za utvrdivanje statusa
bolesti upotrebljavale samo usmjerene biopsije (pod pretpostavkom da su zene bez
usmjerenih biopsija imale normalne histoloSke rezultate jer nisu imale vidljive lezije),
prevalencija rezultata 2 CIN2 i 2 CIN3 u studiji iznosila je 6,4 % odnosno 3,1 %. Procjene
kliniCke osjetljivosti za otkrivanje = CIN2 i = CIN3 bile su viSe za oba testa koja su
upotrebljavala samo usmjerene biopsije u odnosu na procjene izracunate primjenom svih
biopsija. Za oba je ispitivanja klinicka specificnost izraCunata primjenom samo usmjerenih
biopsija bila slicna specificnosti dobivenoj kada su bile uklju¢ene sve biopsije. Sukladno
tome, kada su se upotrebljavale samo usmjerene biopsije, specificnost ispitivanja Aptima
HPV Assay bila je znatno veca od specificnosti komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a.

Procjene klinickog radnog ucinka ispitivanja Aptima HPV Assay i komercijalno dostupnog
testa DNK HPV-a prikazane su u Tablica 4 i Tablica 5 (= CIN2 odnosno = CIN3 na temelju
procjena svih biopsija) prema dobnoj skupini.
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Tablica 4: Populacija ASC-US = 21 godina: klini¢ki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay i testa
DNK HPV-a u otkrivanju 2 CIN2 prema dobnoj skupini

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
N =937 N = 863*
Radni uc¢inak Procjena (95 %-tni Cl) Procjena (95 %-tni CI)
N =415 N = 389
Osjetljivost (%) (5%3?1) (78,2, 94.3) (596%99) (86,1, 98.3)
o Specifiénost (%) (1 549%95 " (39,8, 50,1) y 1375/5530) (30,5, 40,8)
29 godina 21,7 20,8
o ; ;
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) (1171120) (93,6, 99,4)
Prevalencija (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N = 261 N = 238
Osjetljivost (%) ( 1875/'200) (64,0, 94,8) ( 1863'200) (58,4, 91,9)
. 66,4 61,9
30 do Specificnost (%) (160/241) (60,2, 72,1) (135/218) (55,3, 68,1)
39 godina o 17,3 16,2
PPV (%) (17/98) (13,1,21,1) (16/99) (11,8, 19,8)
98,2 97,1
0, ’ )
NPV (%) (160/163) (95,7, 99,6) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalencija (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N = 261 N = 236
Osjetljivost (%) (2/01'8) (31,3, 83,2) (;/01'8) (39,7, 89,2)
. 82,1 79,6
> 40 Specifiénost (%) (206/251) (76,9, 86,3) (180/226) (73,9, 84,4)
godina o 11,8 13,2
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)
Prevalencija (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)

*74 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka.
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Tablica 5: Populacija ASC-US = 21 godina: klini¢ki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay i testa
DNK HPV-a u otkrivanju 2 CIN3 prema dobnoj skupini

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
N =937 N = 863"
Radni uéinak Procjena (95 %-tni CI) Procjena (95 %-tni CI)
N =415 N =389
o 96,3 100
o )
Osijetljivost (%) (26/27) (81,7, 99,3) (25/25) (86,7, 100)
- 42,5 33,0
x o ) )
21 do Specifi¢nost (%) (165/388) (37,7, 47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
29 godina 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)
Prevalencija (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N = 261 N =238
o 88,9 77,8
V) ’ )
Osijetljivost (%) 8/9) (56,5, 98,0) (719) (45,3, 93,7)
- 64,3 59,8
x o ) )
30 do Specificnost (%) (162/252) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
39 godina o 8,2 71
PPV (%) (8/98) (5,0, 10,1) (7/99) (4,0,9,2)
99,4 98,6
o ) )
NPV (%) (162/163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalencija (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N = 261 N =236
60,0 80,0
o o , )
Osjetljivost (%) (3/5) (23,1, 88,2) (4/5) (37,6, 96,4)
- 81,3 78,8
N o , ,
> 40 Specifi€nost (%) (208/256) (76,0, 85,6) (182/231) (73,1, 83,6)
godina 0 5,9 7,5
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)
Prevalencija (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka.
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Apsolutni rizik od bolesti (= CIN2 i = CIN3 na temelju procjena svih biopsija) prema rezultatu
ispitivanja Aptima HPV Assay i relativni rizik od bolesti utvrden za pozitivhe rezultate
ispitivanja Aptima HPV Assay u odnosu na negativne, kao i procjene komercijalno dostupnog
testa DNK HPV-a prikazani su u Tablica 6. Relativni rizik za = CIN2 iznosio je 7,4 (95 %-tni
Cl: 4,3, 13,0), Sto ukazuje na to da je Zzena koja je bila pozitivna na ispitivanju Aptima HPV
Assay imala 7,4 puta vec¢u vjerojatnost da ¢e imati rezultat = CIN2 od zene koja je bila
negativna na ispitivanju Aptima HPV Assay. Relativni rizik za = CIN3 iznosio je 12,5 (95 %-tni
Cl: 4,5, 34,9).

Tablica 6: Populacija ASC-US = 21 godina: apsolutni i relativni rizici za = CIN2 i =2 CIN3 na

rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a

Rezultat ispitivanja

Ispitivanje Aptima HPV Assay
N =937

Test DNK HPV-a
N = 863*

Apsolutni rizik
(95 %-tni Cl)

Relativni rizik
(95 %-tni CI)

Apsolutni rizik
(95 %-tni Cl)

Relativni rizik
(95 %-tni CI)

Pozitivan 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
(17,3, 21,2) 74 (17,0, 20,4) 63
> CIN2 Negativan 2,6 (14/539) (4.3,13,0) 2,3 (10/442) (4.4,158)
g (1,5,4,0) (1,2,3,8)
Prevalencija (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
. 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Pozitivan
(8,0, 10,3) 125 (7,4,94) 126
2 CIN3 Negativan 0,7 (4/539) (4.5,34.9) 0.7 (3/442) (3.9, 40,6)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)

Prevalencija (%)

4,4 (41/937)

4,5 (39/863)

*74 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka.
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Procjene apsolutnog i relativnog rizika od bolesti (= CIN2 i =2 CIN3 na temelju procjena svih
biopsija) za ispitivanje Aptima HPV Assay i komercijalno dostupan test DNK HPV-a prikazane

su u Tablica 7 prema dobnoj skupini.

Tablica 7: Populacija ASC-US = 21 godina: apsolutni i relativni rizici za = CIN2 i = CIN3 na
rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a prema dobnoj skupini

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
N =937 N = 863*
Apsolutni rizik Relativni rizik Apsolutni rizik Relativni rizik
Dob Rezultat ispitivanja (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni CI) (95 %-tni CI)
N =415 N = 389
Pogzitivan 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
21do (19,3, 23,9) 5,1 (19,0, 22,5) 8.3
29 godina Neaatlvan 4,2 (7/166) (2,4, 11,0) 2,5 (3/120) (2,7, 26,1)
9 (1,9,7,7) (0,6, 6,4)
Prevalencija (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N = 261 N = 238
Poazitivan 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
> CINZ 30 do (13,1,21,1) 9.4 (11,8,19,8) 5,6
- 39 godina Negativan 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)
Prevalencija (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N = 261 N = 236
i 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
+ 40 cod Pozitivan (56,17,7) 6.2 (69,18,7) 8.1
2 odina
g Neaativan 1.9 (41210) (1,8,21,1) 16 (3183) (2,2,30,1)
9 (0,6, 3,4) (0,4,34)
Prevalencija (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N =415 N = 389
Pogzitivan 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
21do (9,0, 11,5) 17,3 (8,2, 10,0) Ne mozZe se
29 godina Neaati 0,6 (1/166) (2,4,127) 0,0 (0/120) izracunati
egativan (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevalencija (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N = 261 N = 238
o 8,2 (8/98) 7,1 (7/99)
Pozitivan
> CINS 30 do (5,0, 10,1) 13,3 (4,0,9,2) 4,9
- 39 godina Negativan 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0, 23,2)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevalencija (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N = 261 N = 236
N 5,9 (3/51) 7.5 (4/53)
+ 40 cod Pozitivan (16,9.7) 6.2 (2.9,10.7) 13,8
2 odina
g Neaativan 1.0 (2/210) (1,1, 36,0) 0.5 (1/183) (1,6, 121)
9 (0,1, 2,0) (0,0, 1.,8)
Prevalencija (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog

volumena citoloskog uzorka.
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Populacija NILM 2 30 godina: klini€ki radni u¢inak ispitivanja Aptima HPV Assay
s uzorcima tekucinske citologije ThinPrep na pocetku studije

Sveukupno su u studiju NILM bile ukljuCene 11.644 Zene s citoloSkim nalazima NILM, a njih
773 povuceno je iz studije. Preostalih 10.871 Zena zadovoljilo je uvjete za testiranje na
sustavu Panther. Za jedanaest Zena nedostajali su uzorci te su iskljuCene iz pocCetne
procjene ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther. 10.860 preostalih Zena koje su
se mogle procijeniti bile su u dobi od 30 godina i starije, s citoloS§kim nalazima NILM i
rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther. Od 512 Zena s pozitivnhim
rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther, njih 284 je kolposkopiji
podvrgnuto na pocetku studije. Od 10.348 Zena s negativnim rezultatima ispitivanja Aptima
HPV Assay, njih 580 je kolposkopiji podvrgnuto na pocetku studije. Dvadeset (20) Zzena imalo
je rezultat = CIN2 i jedanaest (11) Zena imalo je rezultat = CIN3; 798 Zena imalo je normalan/
CIN1 histolo8ki rezultat; 46 Zena imalo je neodreden status bolesti. Rezultati ispitivanja
Aptima HPV Assay na sustavu Panther utvrdeni dijagnozom konsenzusnog panela za
procjenu histoloSkih nalaza na poCetku studije prikazani su u Tablica 8.

Tablica 8: Populacija NILM = 30 godina: pocetni rezultati ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK
HPV-a utvrdeni dijagnozom konsenzusnog panela za procjenu histoloskih nalaza

Rezultat Dijagnoza konsenzusnog panela za procjenu histoloskih nalaza

ispitivanja
Aptima HPV Test DNK - .

Assay* HPV-a Neodredeno Normaino CIN1 CIN2 CIN3 Karcinom | Ukupno
Pozitivan Pozitivan 11 211 12 4 7 2 247
Pozitivan Negativan 2 19 0 0 0 1 22

L Bez
Pozitivan ek 2 12 1 0 0 0 15
rezultata
Negativan Pozitivan 10 170 7 2 1 0 190
Negativan Negativan 20 353 9 2 0 0 384
. Bez
Negativan o 1 4 0 1 0 0 6
rezultata
Ukupno 46 769 29 9 8 Kl 864

*Svi uzorci imali su vaze¢e konacne rezultate (nakon pocetnog testiranja ili nakon razrjeSenja nevazecih rezultata po
postupku).

**46 ispitanica podvrgnuto je pregledu kolposkopije, ali dijagnoza nije mogla biti postavljena iz sljedec¢ih razloga: utvrdeno je da
su uzorci biopsije neodgovarajuéi (n = 29), uzorci biopsije nisu prikupljeni (n = 15) i stakalca s uzorcima biopsije su izgubljena
(n=2).

***21 Zena s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka.

****Tri zene imale su adenokarcinom in situ (AIS).
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Na pocetku studije sveukupno 10.042 Zene su imale nepotvrdeni (uklju€ujuci i neodredeni)
status bolesti (Tablica 9). Buduéi da su samo nasumic¢no odabrane Zene s negativnim
rezultatima na ispitivanju Aptima HPV Assay na sustavu Tigris DTS i komercijalno
dostupnom testu DNK HPV-a upuc¢ene na kolposkopiju, udio Zena s nepotvrdenim statusom
bolesti u ovoj je skupini bio visok (96,6 %). Radi prilagodavanja zbog ove pristranosti
potvrde, za procjenu broja zena s bolesti koja bi se identificirala da su bile podvrgnute
kolposkopiji upotrebljavala se metoda viSestruke imputacije. Prikazane su procjene radnog
ucinka prilagodene za pristranost potvrde i neprilagodene procjene radnog ucinka temeljene
na 818 Zena s potvrdenim statusom bolesti.

Tablica 9: Populacija NILM = 30 godina: klasifikacija Zena koje su se mogle procijeniti s rezultatima
NILM na ispitivanju Aptima HPV Assay i testu DNK HPV-a, status bolesti (= CIN2 i = CIN3) i status
potvrde bolesti

Rezultat ispitivanja Potvrdeni status bolesti: | Potvrdeni status bolesti: Nepotvrdeni status
Aptima HPV* 2 CIN2 2 CIN3 bolesti
Test Ukupno
DNK ier':a Oboljel Oboljel Z ti
Sustav Sustav HPV-a i: :: € | Neoboljele i: :Z ® | Neoboljele :tr; ‘:ussgrgzrll:s;rin
Panther Tigris DTS (2 CIN2) zene (< CIN2) (2 CIN3) Zzene (< CIN3) (% nepoznatih)
Pozitivan Pozitivan Pozitivan 313 13 189 9 193 111 (35,5%)
Pozitivan Pozitivan | Negativan 37 1 18 1 18 18 (48,6%)
. . Bez
Pozitivan Pozitivan - 22 0 13 0 13 9 (40,9%)
rezultata
Pozitivan Negativan | Pozitivan 70 0 34 0 34 36 (51,4%)
Pozitivan Negativan | Negativan 60 0 1 0 1 59 (98,3%)
. . Bez
Pozitivan Negativan - 10 0 0 (0] 0 10 (100%)
rezultata
Negativan Pozitivan Pozitivan 46 0 33 0 33 13 (28,3%)
Negativan Pozitivan | Negativan 113 1 41 0 42 71 (62,8%)
. . Bez
Negativan Pozitivan - 8 0 4 0 4 4 (50,0%)
rezultata
Negativan | Negativan | Pozitivan 236 3 144 1 146 89 (37,7%)
Negativan | Negativan | Negativan | 9.354 1 321 0 322 9.032 (96,6%)
. . Bez
Negativan | Negativan - 591 1 0 0 1 590 (99,8%)
rezultata
Ukupno 10.860 20 798 1 807 10.042 (92,5%)

*Svi uzorci imali su konacne rezultate (nakon pocetnog testiranja ili nakon razrieSenja nevazecih rezultata po postupku).
**631 Zena s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imala rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloskog uzorka.
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Prilagodena prevalencija rezultata = CIN2 i = CIN3 u Zena s citoloSkim nalazima NILM bila je
0,9 % odnosno 0,4 %. Prilagodene procjene apsolutnog i relativnog rizika za pocetno
otkrivanje 2 CIN2 i = CIN3 prikazane su u Tablica 10. Prilagodeni relativni rizik za = CIN2
iznosio je 7,5 (95 %-tni Cl: 2,1, 26,3), §to ukazuje na to da Zena koja je pozitivha na
ispitivanju Aptima HPV Assay ima 7,5 puta vecu vjerojatnost da ¢e imati rezultat = CIN2 od
zene koja je negativna na ispitivanju Aptima HPV Assay. Prilagodeni relativni rizik za = CIN3
iznosio je 24,9 (95 %-tni CI: 2,0, 307,0). Sveukupne neprilagodene procjene apsolutnog i
relativnog rizika za pocetno otkrivanje = CIN2 i = CIN3 prikazane su u Tablica 11, a procjene
prema dobnoj skupini prikazane su u Tablica 12.

Tablica 10: Populacija NILM = 30 godina: apsolutni i relativni rizici za = CIN2 i = CIN3 na rezultatima
ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a (procjene prilagodene za pristranost potvrde) na
poCetku studije

Rezultat ispitivanja

Ispitivanje Aptima HPV Assay

Test DNK HPV-a

Apsolutni rizik
(95 %-tni CI)

Relativni rizik
(95 %-tni Cl)

Apsolutni rizik
(95 %-tni CI)

Relativni rizik
(95 %-tni Cl)

Pozitivan 45 3,7
(2,7,7,4) 75 (2,3, 6,1) 73
2 CIN2 Negativan 06 (2.1,263) 0.5 (1,6, 33,5)
0,2, 1,9) 0,1, 2,1)
Prevalencija (%) 0,9 0,9
Pozitivan 3.0 23
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3, 4,1) 21,0
> CIN3 Neaativan 0.1 (2,0, 307,0) 0.1 (1,0, 423,8)
9 (0,0,1,7) (0,0,2,4)
Prevalencija (%) 0,4 0,4

Tablica 11: Populacija NILM = 30 godina: apsolutni i relativni rizici za 2 CIN2 i = CIN3 na rezultatima
ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a (neprilagodene procjene) na pocetku studije

Rezultat ispitivanja

Ispitivanje Aptima HPV Assay
N =818

Test DNK HPV-a
N = 800*

Apsolutni rizik
(95 %-tni CI)

Relativni rizik
(95 %-tni CI)

Apsolutni rizik
(95 %-tni CI)

Relativni rizik
(95 %-tni CI)

Pozitivan

5,2 (14/269)

3,8 (16/416)

(3,5, 6.,6) 48 (2,9, 4,5) 49

> CIN2 Negativan 1,1 (6/549) (1.9,12,3) 0,8 (3/384) (1.4, 16.8)
(0,5, 1,9) (0,2, 1,9)

Prevalencija (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
” 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Pozitivan (2,5, 4,3) 20.4 (1,6,2.7) 02

2 CIN3 Negativan 0,2 (1/549) (2.6, 159) 0,3 (1/384) (1.2,71,8)

(0,0, 0,8) (0,0, 1,1)

Prevalencija (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloSkog uzorka.
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Tablica 12: Populacija NILM = 30 godina: apsolutni i relativni rizici za = CIN2 i = CIN3 na rezultatima
ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a prema dobnoj skupini (neprilagodene procjene) na
pocetku studije

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
N =818 N = 800*
Apsolutni rizik Relativni rizik Apsolutni rizik Relativni rizik
Dob Rezultat ispitivanja (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl)
N =383 N =376
i 4,6 (7/153) 3,3 (7/215)
Pozitivan
30 do (2,5, 5,9) 53 (1,8, 4,1) 26
39 godina Negativan 0,9 (2/230) (1,1, 25,0) 1,2 (21161) (0,6, 12,4)
9 0.1,22) 0,2,3.2)
Prevalencija (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
2 CIN2
N =435 N = 424
" 6,0 (7/116) 4,5 (9/201)
Pozitivan
> 40 (32,85 48 (29,53) 10,0
godina Negativan 1,3 (4/319) (1,4, 16,1) 0,4 (1/223) (1,3,78,1)
9 (0,4, 2,3) (0,0, 1,8)
Prevalencija (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N = 383 N =376
" 3,3 (5/153) 2,3 (5/215)
Pozitivan
30 do (16.4.1) 7,5 (1.1,2,9) 3,7
39 godina Neaativan 0,4 (1/230) (0,9, 63,7) 0,6 (1/1161) (0,4, 31,7)
g (0.0, 1,6) (0.0,2,2)
Prevalencija (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
2 CIN3
N =435 N =424
i 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Pozitivan
240 (22,5,1) Ne moze se (13.2.8) Ne moze se
godina Neaativan 0,0 (0/319) izraCunati 0,0 (0/223) izraCunati
9 (0,0,0,8) (0,0,1,1)
Prevalencija (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog

volumena citoloskog uzorka.
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Prilagodene procjene klini€kog radnog ucinka ispitivanja Aptima HPV Assay, ukljuCujudéi
osjetljivost, specificnost, PPV i NPV, u otkrivanju = CIN2 i = CIN3 na pocetku studije, kao i
procjene komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a prikazane su u Tablica 13. Neprilagodene
procjene klinickog radnog ucinka prikazane su u Tablica 14. Ispitivanje Aptima HPV Assay i
komercijalno dostupan test DNK HPV-a imali su sli¢nu osjetljivost, dok je ispitivanje Aptima
HPV Assay imalo znatno vecu specificnost (nepreklapajuéi 95 %-tni Cl-jevi). Procjene
prediktivne vrijednosti ispitivanja Aptima HPV Assay bile su klini¢ki zna€ajne i sli€ile su
procjenama komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a. PPV ispitivanja Aptima HPV Assay je
u otkrivanju = CIN2 bio blago visi od PPV-a komercijalno dostupnog testa DNK HPV-a (4,5%
u odnosu na 3,7%), dok su im NPV-ovi bili sli¢ni.

Tablica 13: Populacija NILM = 30 godina: klini¢ki radni ucinak ispitivanja Aptima HPV Assay i testa
DNK HPV-a u otkrivanju = CIN2 i = CIN3 (procjene prilagodene za pristranost potvrde) na pocetku

studije
Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
Radni ucinak Procjena (95 %-tni CI) Procjena (95 %-tni Cl)
Osjetljivost (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8, 66,9)
Specifiénost (%) 95,5 (95,1, 95,9) 93,7 (93,2, 94,2)
= CIN2 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)
Prevalencija (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0, 1,9)
Osijetljivost (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Specifiénost (%) 95,4 (95,0, 95,8) 93,6 (93,1, 94,1)
2 CIN3 PPV (%) 3,0 (1,6, 5,5) 2,3 (1,3, 4,1)
NPV (%) 99,9 (98,3, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevalencija (%) 0,4 (0,0, 1,2) 0,4 (0,0, 1,3)
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Tablica 14: Populacija NILM = 30 godina: klinicki radni ucinak ispitivanja Aptima HPV Assay i testa

DNK HPV-a u otkrivanju = CIN2 i = CIN3 (neprilagodene procjene) na pocetku studije

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
N =818 N = 800*
Radni uéinak Procjena (95 %-tni Cl) Procjena (95 %-tni Cl)
Osjetljivost (%) ( 174(3’200) (48,1, 85,5) ( 18(;4/’129) (62,4, 94,5)
- 68,0 48,8
< o , ;
Specificnost (%) (543/798) (64,7,71,2) (381/781) (45,3, 52,3)
2 CIN2 0 5,2 3,8
PPV (%) (14/269) (3.5,6.6) (16/416) (2.9, 4.5)
98,9 99,2
0, ’ )

NPV (%) (543/549) (98,1, 99,5) (381/384) (98,1, 99,8)
Prevalencija (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
Osietljivost (%) ( 19(?/’191) (62,3, 98.4) ( 19(?/’191) (62,3, 98.4)

67,9 48,5
. o , ,
Specifiénost (%) (548/807) (64,6, 71,0) (383/789) (45,1, 52,0)
2 CIN3 o 3,7 2,4
PPV (%) (10/269) (2,5, 4.3) (10/416) (1.6,2.7)
99,8 99,7
o , ,

NPV (%) (548/549) (99,2, 100) (383/384) (98,9, 100)

Prevalencija (%) 1,3 (11/818) 1,4 (11/800)

*18 Zene s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imalo rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloskog uzorka.

Izravna usporedba ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther i komercijalno
dostupnog testa DNK HPV-a ukazuje na medusobno sli¢nu osjetljivost te statistiCki znacajno
poboljSanu specificnost ispitivanja Aptima HPV Assay u odnosu na komercijalno dostupni
test DNK HPV-a pri otkrivanju = CIN2, kako je prikazano omjerima istinski pozitivnih i lazno
pozitivnih stopa (Tablica 15 odnosno Tablica 16).

Tablica 15: Populacija NILM = 30 godina: omjer istinski pozitivnih stopa (ispitivanje Aptima HPV
Assay / test DNK HPV-a) za zene s = CIN2 (neprilagodene procjene) na pocetku studije

Test DNK HPV-a
Ukupno
Pozitivan Negativan
L . Pozitivan 13 1 14 (73,7%)
Ispitivanje Aptima
HPV Assay
Negativan 3 2 5
Ukupno 16 (84,2%) 3 19

Omijer istinski pozitivnih stopa = 0,88 (14/16) (95 %-tni Cl: 0,65, 1,10)
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Tablica 16: Populacija NILM = 30 godina: omjer lazno pozitivnih stopa (ispitivanje Aptima HPV
Assay / test DNK HPV-a) za Zene s < CIN2 (neprilagodene procjene) na pocetku studije

Test DNK HPV-a
Ukupno
Pozitivan Negativan
. . Pozitivan 223 19 242 (31,0%)
Ispitivanje Aptima
HPV Assay i
Negativan 177 362 539
Ukupno 400 (51,2%) 381 781
Omijer lazno pozitivnih stopa = 0,61 (242/400) (95 %-tni CI: 0,55, 0,66)

Populacija NILM 2 30 godina: klini€ki radni u¢inak ispitivanja Aptima HPV Assay na
sustavu Panther nakon 3 godine kontrole

Na pocetku studije uvjete za kontrolnu fazu zadovoljile su 10.843 Zene u dobi od 30 godina
i starijoj, s citoloSkim nalazima NILM i vazecim rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay na
sustavu Panther. Od zZena koje nisu imale rezultat 2 CIN2, 67,0 % (7247/10.823) zena
zavrsilo je 1. godinu kontrolnog pregleda s papa testom, 60,3 % (6517/10.814) 2. godinu te
58,7 % (6339/10.807) 3. godinu. Sveukupno je 58,8 % (6.375/10.843) Zena zavrSilo studiju
(imalo su rezultat = CIN2 na pocCetku studije ili tijekom kontrolnog razdoblja i/ili su zavrSile
s potrebnim pregledima).

Od 10.843 Zena koje je bilo moguce procijeniti, njih 511 (4,7 %) je na pocCetku studije imalo
pozitivne rezultate ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther. Od navedenih 511
Zena, njih 255 (49,9%) imale su pozitivan ili negativan status bolesti u razdoblju od 3 godine
na citoloskim nalazima ili nalazima kolposkopije/biopsije. Preostale 10.332 Zene su na
poCetku studije imale negativne rezultate ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther.
Od navedenih 10.332 Zena, njih 5.946 (57,5%) imale su pozitivan ili negativan status bolesti
u razdoblju od 3 godine. Od 6.201 Zena sa statusom bolesti u razdoblju od 3 godine, njih
47 imalo je rezultat 2 CIN2, ukljuCujuéi 23 Zene s rezultatom=CIN3. 6.154 Zena imalo je
normalan/CIN1 rezultat koji je utvrdio konsenzusni panel za procjenu histolodkih nalaza.
Pocetni rezultati ispitivanja Aptima HPV Assay na sustavu Panther i komercijalno dostupnog
ispitivanja DNK HPV-a te status bolesti u razdoblju od 3 godine (uklju€uje po¢etnu i kontrolnu
procjenu) koje je utvrdio konsenzusni panel za procjenu histoloSkih nalaza prikazani su u
Tablica 17.
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Tablica 17: Populacija NILM = 30 godina: klasifikacija Zena koje su prema pocetnim rezultatima
ispitivanja Aptima HPV Assay, po¢etnim rezultatima testa DNK HPV-a i statusu bolesti (= CIN2, = CIN3,
nepotvrdeni status) utvrdenom u po&etnoj i kontrolnoj fazi zadovoljile uvjete za kontrolnu fazu

Potvrdeni status Potvrdeni status Nebotvrdeni status bolesti
Rezultat bolesti: > CIN2 bolesti: > CIN3 P
ispitivanja | Test DNK HPV- Uk s . - - -
Aptima HPV a upno zena| Qboljele | Neoboljele | Oboljele |Neoboljele lzgubljeni
Assay Zene Zene Zene Zene u kontroli Neodredeno*
(2CIN2) | (<CIN2) | (2CIN3) | (<CIN3)
Pozitivan Pozitivan 382 23 171 16 178 167 21
Pozitivan Negativan 97 1 48 1 48 44 4
Pozitivan Bez rezultata** 32 2 10 1 11 17 3
Negativan Pozitivan 281 5 129 2 132 130 17
Negativan Negativan 9.452 15 5.476 3 5.488 3.756 205
Negativan | Bez rezultata** 599 1 320 0 321 264 14
Ukupno 10.843 47 6.154 23 6.178 4.378 264

*Zene s abnormalnim rezultatima citolokog testa tijekom kontrole koje nisu imale naknadni rezultat koji je utvrdio konsenzusni
panel za procjenu histoloskih nalaza i Zene koje su na posljednjem pregledu imale neodgovarajuci citolodki nalaz. 174 Zene s
neodredenim statusom bolesti zavrsilo je svoje kontrolne preglede u skladu s protokolom.

**631 zena s rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay nije imala rezultate testa DNK HPV-a prvenstveno zbog nedostatnog
volumena citoloskog uzorka.

Trogodisnji kumulativni rizik od bolesti (= CIN2 i = CIN3) temeljen je na Kaplan-Meierovoj
procjeni (analiza tablice mortaliteta) i obuhvaca bolest otkrivenu na poc€etku studije ili tijekom
kontrolnog razdoblja. Zene koje su imale neke indikacije bolesti (ASC-US ili ozbiljniji citologki
nalazi), ali nisu imale rezultat koji je utvrdio konsenzusni panel za procjenu histoloskih
nalaza, u analizu su uklju¢ene primjenom metode viSestruke imputacije kako bi se predvidio
broj zena s bolesti koja bi se identificirala da su bile podvrgnute kolposkopiji.

Procjene trogodidnjeg kumulativhog apsolutnog i relativnog rizika za otkrivanje = CIN2 i
2 CIN3 prikazane su u Tablica 18.

Tablica 18: Populacija NILM = 30 godina: trogodisnji kumulativni apsolutni i relativni rizici* za = CIN2
i 2 CIN3 na rezultatima ispitivanja Aptima HPV Assay i testa DNK HPV-a na pocetku studije

Ispitivanje Aptima HPV Assay Test DNK HPV-a
Apsolutni rizik Relativni rizik Apsolutni rizik Relativni rizik
Rezultat ispitivanja (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl)
Pozitivan 7,90 6,43
(5,50, 11,27) 24.45 (4,50, 9,14) 22.71
> CIN2 Neaativan 0,32 (13,85, 43,15) 0,28 (12,20, 42,30)
9 (0,21,0,51) (0,17, 0,47)
Prevalencija (%) 0,68 0,68
Pozitivan 5,23 4,14
(3,34, 8,13) 57,11 (2,62, 6,52) 51,34
2 CIN3 Negativan 0,09 (21,09, 154,62) 0,08 (17,74, 148,58)
9 (0,04, 0,23) (0,03, 0,22)
Prevalencija (%) 0,34 0,35

*Trogodi$nji kumulativni rizici prilagodeni za druge moguce pristranosti bili su sliéni rizicima u ovoj tablici. Zbog oc¢ekivanih
razlika u rizicima u 1. i 2. godini za dvije skupine zena u kontrolnoj studiji (one koje su podvrgnute kolposkopiji na po€etku
studije i one koje nisu podvrgnute kolposkopiji na pocetku studije), prijavljen je samo trogodiSnji kumulativni rizik za
kombinirane skupine.
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Trogodisnja kumulativna prevalencija rezultata = CIN2 i = CIN3 u Zena koje se mogu procijeniti
i s citoloSkim nalazima NILM na pocetku studije bila je 0,68 % odnosno 0,34 %. Relativni rizik
za =2 CIN2 iznosio je 24,45 (95 %-tni Cl: 13,85, 43,15), 8to ukazuje na to da je Zena koja je bila
pozitivna na ispitivanju Aptima HPV Assay na sustavu Panther imala 24,45 puta vecu
vjerojatnost da ¢ée imati rezultat = CIN2 od Zene koja je bila negativha na ispitivanju Aptima
HPV Assay. Relativni rizik za = CIN3 iznosio je 57,11 (95 %-tni Cl: 21,09, 154,62).

Klini€ki radni u€inak ispitivanja Aptima HPV Assay s uzorcima tekucéinske citologije
SurePath

Uzorci tekuéinske citologije SurePath prikupljeni su od Zena u Kanadi (n = 558) koje su
upucene na kontrolni pregled zbog jednog abnormalnog papa testa ili vise njih, infekcije
HPV-om ili iz nekog drugog razloga. Alikvot (0,5 mL) svakog uzorka prenesen je u epruvetu
za prijenos uzorka Aptima i zatim obraden otopinom Aptima Transfer Solution. Po jedan
replikat svakog uzorka testiran je s pomocu ispitivanja Aptima HPV Assay. Zasebni alikvot
(1 mL) svakog uzorka uklonjen je radi procjene s pomoc¢u komercijalno dostupnog PCR testa
za HPV. Klinicka osjetljivost za otkrivanje bolesti, definirana kao histoloski rezultat = CIN3,
izraCunata je za ispitivanje Aptima HPV Assay i PCR test za HPV i prikazana u Tablica 19
s pozitivnim i negativnim prediktivnim vrijednostima.

Tablica 19: Klinicki radni ucinak ispitivanja Aptima HPV Assay i PCR testa za HPV u otkrivanju
= CIN3

Ispitivanje Aptima HPV Assay PCR test za HPV
N =558 N =558
Radni ucinak Procjena (95 %-tni CI) Procjena (95 %-tni Cl)
Osjetljivost (%) (285%‘238) (72,8 — 96,3) (285%’238) (72,8 — 96,3)
Specificnost (%) (3153‘5730) (54,4 - 62,8) (2;03’5130) (44,8 — 53,3)
10,2 8,5
PPV (%) (25/244) (8,4-11,7) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
NPV (%) (311/314) (97,6 — 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevalencija (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Radni u¢inak HPV testa Aptima s kompletom za prikupljanje i prijenos cervikalnih ispitaka

Upareni ispitci tekuéinske citologije ThinPrep i ispitci prikupljeni kompletom Aptima CSCT
prikupljeni su od 735 ispitanica. Jedan mililitar (1,0 mL) svakog ispitka tekucinske citologije
ThinPrep razrijeden je u 2,9 mL medija za prijenos ispitaka Aptima i jedan replikat testiran je
s pomoc¢u HPV testa Aptima na sustavu Tigris DTS. Po jedan replikat svakog ispitka
prikuplienog kompletom CSCT takoder je testiran s pomoc¢u HPV testa Aptima. Utvrden je
postotak slaganja ispitka tekuéinske citologije ThinPrep i ispitka prikupljenog kompletom
CSCT za HPV test Aptima i rezultati su prikazani u Tablica 20.

Postotak pozitivhog slaganja bio je 95,9 % (95 % CI: 92,6 - 97,8); postotak negativhog
slaganja bio je 95,5 % (95 % CI: 93,3 - 97,0); a sveukupno slaganje bilo je 95,6 % (95 % CI:
93,9-96,9). Zabiljezena je snazna korelacija izmedu ispitaka tekucinske citologije i ispitaka
prikupljenih kompletom za prijenos (kapa = 0,90).
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Tablica 20: Sveukupno slaganje rezultata HPV testa Aptima za ispitke tekucinske citologije ThinPrep i
kompleta za prikupljanje i prijenos cervikalnih ispitaka Aptima testirano na sustavu Tigris DTS

Ispitak tekucinske citologije ThinPrep
Pozitivan Negativan Ukupno
Pozitivan 234 22 256
Ispitak kompleta Aptima CSCT
Negativan 10 469 479
Ukupno 244 491 735

Pozitivno slaganje = 95,9 % (92,6 — 97,8)
Negativno slaganje = 95,5 % (93,3 — 97,0)
Sveukupno slaganje = 95,6 % (93,9 — 96,9)
Koeficijent kapa = 0,90

Klini€ki uzorci pozitivni na visokorizicni HPV i negativni na visokorizi¢ni HPV prikupljeni od
populacije probira (rutinski pregled) i referalne populacije (pregled kolposkopijom) s pomocu
kompleta Aptima CSCT Kit testirani su ispitivanjem Aptima HPV Assay na sustavu Panther
i na sustavu Tigris DTS primjenom dvije serije reagensa. Slaganje izmedu sustava Panther
i sustava Tigris DTS za uzorke prikupljene kompletom CSCT prikazano je u Tablica 21.

Za uzorke prikupljene kompletom CSCT, sveukupno slaganje izmedu sustava Panther

i sustava Tigris DTS iznosilo je > 98 %, kako je prikazano u Tablica 21. Od 632 testirana
klinicka uzorka, njih 69 bilo je pozitivho na CIN2, a 38 je bilo pozitivho na CIN3. Osijetljivost
ispitivanja Aptima HPV Assay u otkrivanju rezultata pozitivnog na CIN2 iznosila je 97,1 %
(95 %-tni Cl: 90,0 % — 99,2 %) na sustavu Panther i 98,6 % (95 %-tni Cl: 92,2 % — 99,7 %)
na sustavu Tigris DTS. Osjetljivost u otkrivanju rezultata pozitivnog na CIN3 iznosila je 100 %
(Cl: 90,8 % — 100 %) na sustavu Panther i na sustavu Tigris DTS.

Tablica 21: Slaganje rezultata ispitivanja Aptima HPV Assay za uzorke prikupljene kompletom
Aptima CSCT i testirane na sustavu Tigris DTS i sustavu Panther

Sustav Tigris DTS
Pozitivan Negativan Ukupno
Pozitivan 490 3 493
Sustav Panther
Negativan 9 130 139
Ukupno 499 133 632

Sveukupno slaganje = 98,1 % (Cl 96,7 — 98,9)
Pozitivno slaganje = 98,2 % (Cl 96,6 — 99,0)
Negativno slaganje = 97,7 % (Cl 93,6 — 99,2)

Analiticka osjetljivost

Granica detekcije (LoD) pri kliniCkoj grani¢noj vrijednosti jest koncentracija RNK HPV-a koja
daje pozitivan rezultat (iznad klinicke grani¢ne vrijednosti) u 95 % slu¢ajeva. Granica
detekcije (eng. Limit of Detection, LoD) ispitivanja Aptima HPV Assay utvrdena je testiranjem
panela razriedenja in vitro transkripata (IVT) za svih 14 visokorizi€nih genotipova i 4 stani¢ne
linije zarazene HPV-om: SiHa, HeLa, MS751 i ME180 (ATCC, Manassas, Virginija). Kod
panela IVT-a, u transportni medij za uzorke dodan je IVT u razli€itim koncentracijama, a
zatim razrijeden pojedinanim negativhim uzorcima tekucinske citologije ThinPrep prije
testiranja. Kod panela stanica zarazenih HPV-om, u poolove uzoraka tekucinske citologije
ThinPrep negativnih na HPV dodane su stanice zarazene HPV-om pri razli€itim
koncentracijama i poolovi su zatim prije testiranja razrijedeni transportnim medijem za
uzorke. Trideset replikata svake razine kopije testirano je objema serijama reagensa kako bi
se dobilo ukupno 60 replikata. Testiranje je provedeno u razdoblju od 17 dana, s 1 do 12
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obrada na dan, a u svakoj je obradi testirano 5 replikata odredenog genotipa i koncentracije.
95 %-tna granica detekcije izraCunata je iz Probit regresijske analize rezultata pozitivnosti za
svaki panel razrjedenja.

Rezultati Probit analize u Tablica 22 prikazuju da su genotipovi HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 56, 59 i 68 imali 95 %-tne granice detekcije nize od 100 kopija/reakcija, a genotipovi
52, 58 i 66 imali su 95 %-tne granice detekcije izmedu 100 i 500 kopija/reakcija. Cetiri
testirane stanicne linije imale su 95 %-tne granice detekcije manje od 1 stanice/reakciji.

Tablica 22: Granica detekcije pri klinickoj graniénoj vrijednosti ispitivanja Aptima HPV Assay

Ciljna sekvenca Granica detekcije*
(95 %-tni Cl)
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)

*Kopije po reakciji za in vitro transkripte i stanice po reakciji za stani¢ne linije
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Preciznost ispitivanja

Preciznost ispitivanja Aptima HPV Assay procijenjena je u dvije studije primjenom istog
panela od 20 sastavnica. Studija 1 provedena je na 3 lokacije, 2 eksterne i 1 internoj, a
studija 2 provedena je unutar ustanove. Panel je obuhvaéao 13 sastavnica pozitivnih na HPV
s koncentracijama pri granici detekcije ispitivanja ili iznad nje (o€ekivana pozitivnost: = 95 %),
3 sastavnice pozitivhe na HPV s koncentracijama ispod granice detekcije ispitivanja
(oCekivana pozitivnost: > 0 % do <25 %) i 4 sastavnica negativnih na HPV. Sastavnice
panela pozitivne na HPV pripremljene su dodavanjem in vitro transkripata (IVT) RNK u
otopinu PreservCyt Solution razrijedenu transportnim medijem za uzorke (STM) ili uzgojenih
stanica zarazenih HPV-om (SiHa, HelLa i MS751; ATCC, Manassas, Virginija) u pool
negativnih uzoraka tekucinske citologije ThinPrep razrijeden medijem STM. Sastavnice
panela negativne na HPV pripremljene su s pomoc¢u otopine PreservCyt Solution ili poola
negativnih uzoraka tekuéinske citologije ThinPrep razrijedenog medijem STM.

U studiji 1, 2 korisnika na svakoj od 3 lokacije testiranja (1 instrument po lokaciji) izvela su 2
radna popisa ispitivanja Aptima HPV Assay na dan (1 sa svakom serijom reagensa) tijekom
3 dana. Svaki radni popis sadrzavao je 3 replikata svake sastavnice panela obnovljivosti. Sto
i osam (108) pojedinacnih epruveta s uzorcima testirano je za svaku sastavnicu panela
(3 lokacije x 1 instrument x 2 korisnika x 2 serije x 3 radna popisa x 3 replikata). U studiji 2
testiranje je provedeno unutar ustanove tijekom 13 dana s ukupno 162 reakcije testirane za
svaku sastavnicu panela (1 lokacija x 3 instrumenta x 3 korisnika x 3 serije x 2 radna popisa
x 3 replikata).

Sastavnice panela opisane su u Tablica 23a (sastavnice panela s oCekivanim pozitivhim
rezultatima) i Tablica 23b (sastavnice panela s oCekivanim negativnim rezultatima), uz
sazetak slaganja s oCekivanim rezultatima i vrijednostima za S/CO analita pri 2,5., 50. i 97,5.
percentilu raspodjele S/CO. Varijabilnost S/CO analita za sastavnice panela s o€ekivanim
pozitivnim rezultatima prikazana je u Tablica 24 za studiju 1 i u Tablica 25 za studiju 2.
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Tablica 23a: Studije 1 i 2 preciznosti ispitivanja Aptima HPV Assay: opis panela, pozitivho slaganje
i percentil raspodjele vrijednosti za S/CO analita za sastavnice panela s o¢ekivanim pozitivnim

rezultatima
Studija 1 Studija 2
(3 lokacije testiranja) (1 lokacija testiranja)
OEus.Panele? Signal/donja graniéna Signal/donja graniéna
(kopije ili stanice/ vrijednost analit. vrijednost analit.
reakcija) % pozitivhog slaganja JeP 0s at'la a % pozitivhog slaganja JeP 0s at'la a
(95 %-tni Cl) ercentl (95 %-tni CI) ercentl
2,5 50 97,5 2,5 50 97,5
Klinicki uzorak 1 visoko 100 (107/107) 100 (161/161)
pozitivan na HPV (96,5, 100) 21,16 | 29,64 | 33,63 (97,7, 100) 22,50 | 26,84 | 30,67
Klinicki uzorak 2 visoko 100 (107/107) 100 (162/162)
pozitivan na HPV (96,5, 100) 25,98 | 29,77 | 36,03 (97,7, 100) 25,00 | 2861 | 33,99
HPV 16 IVT 100 (107/107) 100 (161/161)
(1830 kopija) (96.5, 100) 10,45 | 11,18 | 12,40 (97.1, 100) 10,40 | 11,07 | 11,75
HPV 18 IVT 100 (107/107) 100 (162/162)
(1550 kopija) (96.5, 100) 13,09 | 14,55 | 18,08 (97.7, 100) 11,26 | 13,47 | 15,63
Klinicki uzorak 1 nisko 94,4 (101/107) 89,5 (145/162)
pozitivan na HPV (88,3,97,4) 0,00 9.93 11,03 (83,3, 93,3) 0,00 9.53 1095
Klinicki uzorak 2 nisko 88,0 (95/108) 92,0 (149/162)
pozitivan na HPV (80,5, 92,8) 0,00 7,30 | 16,63 (86,8, 95,3) 0,00 7,56 | 19,67
Klini¢ki uzorak 3 nisko 100 (108/108) 97,5 (157/161)
pozitivan na HPV (96,6, 100) 280 | 10,19 | 17,08 (93,8, 99,0) 1.14 9.53 | 1538
Klini¢ki uzorak 4 nisko 90,7 (98/108) 92,6 (150/162)
pozitivan na HPV (83,8, 94,9) 0,00 4,48 | 11,16 (87,5, 95,7) 0,00 466 | 12,00
HPV 16 IVT 100 (102/102) 100 (162/162)
(183 kopija) (96.4, 100) 10,03 | 11,14 | 11,97 (97,7, 100) 10,24 | 11,05 | 11,85
HPV 18 IVT 100 (108/108) 100 (159/159)
(155 kopija) (96.6, 100) 4,87 | 12,01 | 15,21 (97,6, 100) 7,82 | 11,59 | 13,84
MS751 stanice 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,63 stanice) (96,6, 100) 5,90 | 10,99 | 14,00 (97,7, 100) 5,61 10,14 | 12,26
Hela stanice 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,35 stanice) (96,6, 100) 143 1 619 | 13,28 (97,7, 100) 324 | 788 | 12,58
SiHa stanice 87,9 (94/107) 89,5 (145/162)
(0,90 stanica)* (80,3, 92,8) 0,00 | 980 | 11,04 (83,8, 93,3) 0,00 | 919 | 10,94

IVT = in vitro transkript

*Ocekivani % pozitivnog slaganja ~95 %; zabiljeZzen nizi zbog moguce varijabilnosti u proizvodniji ¢lana panela.
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Tablica 23b: Studije 1 i 2 preciznosti ispitivanja Aptima HPV Assay: opis panela, negativno slaganje
i percentil raspodjele vrijednosti za S/CO analita za sastavnice panela s o¢ekivanim negativnim
rezultatima

Studija 1
(3 lokacije testiranja)

Studija 2
(1 lokacija testiranja)

Opis panela
(kopije ili stanice/
reakcija)

Signal/donja graniéna
vrijednost analita

% negativnog slaganja Percentil

(95 %-tni CI)

2,5 50 97,5

% negativnog
slaganja
(95 %-tni Cl)

Signal/donja graniéna
vrijednost analita
Percentil

2,5 50 97,5

MS751 stanice

87,0 (94/108) 0,00 | 0,00 | 4,37

93,8 (152/162)

0,00 0,00 2,25

(0,005 stanice) (79,4, 92,1) (89,0, 96,6)
SiHa stanice 97,2 (105/108) 95,7 (155/162)
(0,008 stanice) (92,1, 99,1) 0.00 | 000 | 1,53 (91,4, 97,9) 0.00 | 0,00 | 7.6

HeLa stanice

70,4 (76/108) 0.00 0.00 305

67,3 (109/162)

0,00 0,12 6,35

(0,02 stanice) (61,2,78,2) (59,8, 74,0)
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Tablica 24: Studija 1 preciznosti ispitivanja Aptima HPV Assay: varijabilnost signala za sastavnice
panela s o¢ekivanim pozitivhim rezultatima

Izmedu Unutar
Srednja Izmedu Izmedu radnih radnih

Opis panela vrijed- |instrumenata| korisnika |lzmedu serija popisa popisa Ukupno
(kopije ili nost za

stanice/reakcija) n | SICO | SD |KV(%)| SD |KV(%)| SD |KV(%)| SD |KV(%)| SD |KV(%)| SD |KV (%)

V|sok¢?|??z.|t|van naHPV | . 29,34 | 000| 0,0 |000| 00 [143| 49 |187| 64 |149| 51 |279| 95
klini¢ki uzorak 1

Visoko pozitivan na HPV | | . 30,09 | 055 | 1,8 |000| 00 |106| 35 |073| 24 |221| 7,3 |261| 87
klini¢ki uzorak 2
HPV 16 IVT 107*| 1120 {009 | 08 |06 | 1.4 |003| 03 |014| 1,3 |046| 41 |052| 46
(1830 kopija)
HPV 18 IVT 107*| 14,89 | 0,18 | 12 |000| 00 [020| 1,3 [014| 09 |153| 10,3 | 1,56 | 10,5
(1550 kopija)

Nisko pozitivan naHPV | /.| 54 | 500 | 00 |000| 00 |000] 00 [000| 00 |323| 392 | 323 39,2
klini¢ki uzorak 1

Nisko pozitivan na HPV | 0 |\ 757 | 500 | 00 |041] 58 |000] 00 [000| 00 |457| 647 | 459 650
klini¢ki uzorak 2

Nisko pozitivan na HPV | 0 | 153 | 926 | 25 |000| 00 |000]| 00 [132]| 129 |323| 316 | 3.49 | 342
klini¢ki uzorak 3

Nisko pozitivan na HPV | 0 |\, 55 | 050 | 107 | 020 | 42 |000| 00 [099| 211 |302| 646 | 322 | 689
klini¢ki uzorak 4
HPV 16 IVT 102*| 11,09 | 008 | 07 [000| 00 [000| 00 |026| 23 |054| 49 |061| 55
(183 kopija)
HPV 18 IVT 108 | 11,78 | 000 | 00 |043| 37 |[000| 00 |1,12]| 95 |197| 16,7 |230| 19,6
(155 kopija)
MS751 stanice 108 | 10,73 | 000 | 00 |059| 55 |072| 67 |082| 7.6 |186| 17,3 223 | 208
(0,63 stanice)
Hel.a stanice 108 | 6,78 |000| 00 |056| 83 |000| 00 (123 182 |3,08| 455 |3,37 | 49,7
(0,35 stanice)
SiHa stanice 107*| 7,74 |037| 48 |000| 00 |000| 00 [000| 00 |[385]| 498 |3,87| 50,1
(0,90 stanice)

KV = koeficijent varijacije; IVT = in vitro transkript; SD = standardna devijacija

*Dvanaest uzoraka imalo je nevazece rezultate ispitivanja Aptima HPV Assay (1 za klinicki uzorak 1 visoko pozitivan na HPV,
1 za klini€ki uzorak 2 visoko pozitivan na HPV, 1 za HPV 16 IVT (1830 kopija), 1 za HPV 18 IVT (1550 kopija), 1 za klini¢ki
uzorak 1 nisko pozitivan na HPV, 6 za HPV 16 IVT (183 kopije) i 1 za SiHa stanice (0,90 stanica)).

Napomena: Varijabilnost proiza$la iz nekih ¢cimbenika mozZe biti brojcano negativna. To se mozZe dogoditi ako je varijabilnost
zbog tih ¢imbenika vrlo mala. U tim se slucajevima SD i KV prikazuju kao nula.
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Tablica 25: Studija 2 preciznosti ispitivanja Aptima HPV Assay: varijabilnost signala za sastavnice
panela s oekivanim pozitivhim rezultatima

. Izmedu Unutar
. Sre“dn]a Izmedu Izmedu radnih radnih
Opis panela vrijed- | ihstrumenata| korisnika |lzmedu serija|  popisa popisa Ukupno
(kopije ili nost za
stanicelreakcija) n | SICO | SD |KV(%)| SD |KV (%)| SD |KV (%)| SD |KV (%)| SD |KV(%)| SD |KV (%)
V|sokc.>;.:‘oz.|t|vannaHPV 161*| 26,81 | 0,75| 2,8 [000| 0,0 |091| 34 |[048| 1,8 |1,84| 69 |[224| 83
klini¢ki uzorak 1
Visoko pozitivan na HPV | 1o, | »g 53 | 000 | 00 |000| 00 |096| 33 |065| 23 |235| 82 |262]| 91
klini¢ki uzorak 2
HPV 16 IVT 161*| 11,07 |014| 1.2 |000| 00 |005| 05 |016| 1.4 |032| 29 |039| 35
(1830 kopija)
HPV 18 IVT 162 | 13,34 [014| 11 |012| 09 |100| 75 |031| 23 |075| 56 |131| 98
(1550 kopija)
Nisko pozitivan na HPV | 4o, | 757 | 056 | 75 |055| 7.3 |063| 83 |000| 00 |361| 477 |375| 495
klini¢ki uzorak 1
Nisko pozitivan na HPV | o) | 759 | 000 | 00 |000| 00 |000]| 00 |000| 00 |525| 692 |525]| 69,2
klini¢ki uzorak 2
Nisko pozitivan na HPV | 51| g 03 | 000 | 00 |000| 00 [026| 30 |000| 00 |348] 394 |349| 395
klini¢ki uzorak 3
Nisko pozitivan naHPV | oo | 4 95 | 000 | 00 |000| 00 |075] 152 |000| 00 |335| 676 | 343 693
klini¢ki uzorak 4
HPV 16 IVT 162 11,02 | 043 | 12 |01 | 10 |012] 11 |013] 12 |o054| 49 |059| 54
(183 kopija)
HPV 18 IVT 159*| 11,40 | 0,16 | 1,4 |017| 15 [1,21] 106 [023| 20 |1,17] 103 |1,72| 150
(155 kopija)
MS751 stanice 162| 987 |076| 7,7 [000| 00 |065| 66 |065| 66 |141| 143 |185| 187
(0,63 stanice)
Hel.a stanice 162 | 7,80 |055| 7,0 |000| 00 |085| 109 [000| 00 |244| 31,3 |265]| 339
(0,35 stanice)
SiHa stanice 162 | 7,30 |032| 43 [000| 00 |093| 127 | 1,04 | 14,3 | 349 | 478 | 3,77 | 51,7
(0,90 stanice)

KV = koeficijent varijacije; IVT = in vitro transkript; SD = standardna devijacija

*Sest uzoraka imalo je nevaZeée rezultate ispitivanja Aptima HPV Assay (1 za klini¢ki uzorak 1 visoko pozitivan na HPV, 1 za
HPV 16 IVT (1830 kopija), 1 za klini€ki uzorak 3 nisko pozitivan na HPV, 3 za HPV 18 IVT (155 kopija)).

Napomena: Varijabilnost proizaSla iz nekih ¢imbenika mozZe biti brojéano negativna. To se mozZe dogoditi ako je varijabilnost
zbog tih ¢imbenika vrlo mala. U tim se slu¢ajevima SD i KV prikazuju kao nula.

Unakrsna reaktivhost

Napomena: Provedeno je testiranje s potencijalno unakrsno reaktivnim organizmima za
HPYV test Aptima na sustavu Tigris DTS. HPV test Aptima prvi je puta lansiran na sustavu
Tigris DTS 2008. Godine 2011. indikacije su proSirene na koriStenje HPV testa Aptima na
sustavu Panther. Sustav Panther alternativna je, manja instrumentalna platforma za sustav
Tigris DTS. Oba sustava namijenjena su potpunoj automatizaciji testiranja amplificiranih
nukleinskih kiselina dijagnostickih testova. Odabrano ispitivanje izvedbe testa dovrSeno na
sustavu Tigris DTS iskori$teno je za podrsku izvedbi testa na sustavu Panther.

Analiticka specificnost HPV testa Aptima procijenjena je s pomoc¢u medija PreservCyt
Solution razrijedenog u omjeru 1:2,9 u STM, u koji je zatim dodana uzgojena bakterija,
kvasac ili gljivica, uzgojeni virus ili in vitro transkripti niskorizicnog HPV-a. Organizmi i
testne koncentracije navedeni su u Tablica 26. Kriteriji studije za procjenu ucinka
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prisutnosti mikroorganizma na specificnost testa temeljeni su na pozitivnosti. Zabiljezena je
unakrsna reaktivnost s niskorizi¢nim genotipovima HPV-a 26, 67, 70 i 82, ali ne i s bilo
kojim drugim testiranim organizmom.

Tablica 26: Panel analiticke specificnosti: Organizmi i koncentracija bez unakrsne reaktivnosti

Test Koncentracija s

Test Koncentracija s

Organizam Bez unakrsne Organizam Bez unakrsne
reaktivnosti reaktivnosti
Bakterije
Acinetobacter Iwoffii 1 x 10® CFU/mL Listeria monocytogenes 1 x 10® CFU/mL

Actinomyces israelii

1x10° CFU/mL

Micrococcus luteus

1x10° CFU/mL

Alcaligenes faecalis

1x 10° CFU/mL

Mobiluncus curtisii

2x 10" CFU/mL

Atopobium vaginae

5x 10" CFU/mL

Mycobacterium smegmatis

1 x 10° CFU/mL

Bacillus cereus

1 x 10° CFU/mL

Mycoplasma fermentans

5x 10" CFU/mL

Bacteroides fragilis

1x10° CFU/mL

Mycoplasma genitalium

1x10° CFU/mL

Bacteroides ureolyticus

1x 10° CFU/mL

Mycoplasma hominis

5x 10" CFU/mL

Bifidobacterium adolescentis

1x10° CFU/mL

Neisseria gonorrhoeae

1x10° CFU/mL

Bifidobacterium breve

1x 10° CFU/mL

Neisseria gonorrhoeae i
Chlamydia trachomatis

2,5 x 10" CFU/mL
2,3x 10° TCIDs/mL

Campylobacter fetus-fetus

1 x 10° CFU/mL

Neisseria meningitidis

1 x 10° CFU/mL

Chlamydia trachomatis

3,2 x 10° TCIDsg/mL

Peptoniphilus lacrimalis

1 x 10° CFU/mL

Clostridium difficile

6 x 10" CFU/mL

Peptostreptococcus anaerobius

1 x 10° CFU/mL

Clostridium perfringens

1x 10° CFU/mL

Propionibacterium acnes

1 x 10° 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

1x 10° CFU/mL

Pseudomonas aeruginosa

1 x 10° CFU/mL

Escherichia coli

1 x 10° CFU/mL

Ruminococcus productus

1 x 10° CFU/mL

Finegoldia magna

1x 10° CFU/mL

Serratia marcescens

1 x10° 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

1x 10° CFU/mL

Streptococcus agalactiae

1 x 10° CFU/mL

Lactobacillus acidophilus

1 x 10° CFU/mL

Streptococcus pyogenes

1 x 10° CFU/mL

Lactobacillus crispatus

1 x 10° CFU/mL

Streptococcus sanguinis

1 x 10° CFU/mL

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1x10° CFU/mL

Ureaplasma urealyticum

1x10° CFU/mL

Lactobacillus jensenii

1x10° CFU/mL

Kvasci/protozoe

Candida albicans

1x 10° CFU/mL

Trichomonas vaginalis

1 x 107 cells/mL

Virusi

Adenovirus 2

1x 10" vp/mL

Herpes simplex virus 1

2,5 x 10° TCIDgo/mL

Citomegalovirus

5,6 x 10? TCID5o/mL

Herpes simplex virus 2

5 x 10° TCIDso/mL
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Tablica 26: Panel analiticke specifi¢nosti: Organizmi i koncentracija bez unakrsne reaktivnosti

Test Koncentracija s Test Koncentracija s
Organizam Bez unakrsne Organizam Bez unakrsne
reaktivnosti reaktivnosti
Epstein-Barrov virus 4,3 x 10° vp/mL SV40 1,2 x 10* TCIDgo/mL
HIV-1 1,0 x 10° kopija/mL
Neciljani genotipovi HPV-a
HPV 6 2,5 x 10° kopija/mL HPV 61 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 11 2,5 x 10° kopija/mL HPV 67 1 kopija/mL
HPV 26 2,5 kopija/mL HPV 69 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 30 2,5 x 10° kopija/mL HPV 70 1 kopija/mL
HPV 34 2,5 x 10° kopija/mL HPV 71 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 42 2,5 x 10° kopija/mL HPV 73 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 43 2,5 x 10° kopija/mL HPV 81 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 44 2,5 x 10° kopija/mL HPV 82 1 kopija/mL
HPV 53 2,5 x 10° kopija/mL HPV 85 2,5 x 10° kopija/mL
HPV 54 2,5 x 10° kopija/mL

vp = viral particles (virusne Cestice); CFU = colony forming units (jedinice koje formiraju kolonije); TCIDg5y = tissue culture
infective dose (infektivna doza kulture tkiva) 50

Napomena: Podebljana slova oznacavaju da je zabiljeZena unakrsna reaktivnost (> 5 % pozitivnosti) kod testiranja pri
koncentracijama vecim od onih navedenih u tablici.

Analiticka osjetljivost testa Aptima HPV u prisutnosti mikroorganizama procijenjena je
jednakim panelom opisanim u Tablica 26, u koji je takoder dodana niska koncentracija SiHa
stanica (1 stanica po reakciji) zarazenih HPV-om. Kiriteriji studije za procjenu ucinka
prisutnosti mikroorganizma na osjetljivost testa temeljeni su na pozitivnosti. Nijedan testirani
organizam nije utjecao na osjetljivost testa Aptima HPV.

Interferencija

Napomena: Provedeno je testiranje s potencijalno interferirajuc¢im tvarima za HPV test
Aptima na sustavu Tigris DTS. HPV test Aptima prvi je puta lansiran na sustavu Tigris DTS
2008. Godine 2011. indikacije su proSirene na koristenje HPV testa Aptima na sustavu
Panther. Sustav Panther alternativna je, manja instrumentalna platforma usporedujuci sa
sustavom Tigris DTS. Oba sustava namijenjena su potpunoj automatizaciji testiranja
amplificiranih nukleinskih kiselina dijagnostickih testova. Odabrano ispitivanje izvedbe testa
dovrdeno na sustavu Tigris DTS iskoristeno je za podrsku izvedbi testa na sustavu Panther.

Tvari opisane u Tablica 27 pojedinano su dodane u otopinu PreservCyt Solution pri 1 % i
10 % v/v ili wiv, a zatim razrijedene STM-om i ispitane HPV testom Aptima. Sve tvari
testirane su u prisutnosti i odsutnosti uzgojenih stanica (SiHa, 3 stanice/reakcija) zarazenih
HPV-om. Interferencija je zabiljezena kod dva od sedam lubrikanata koji su sadrzavali
polikvaternij 15 te kod jednog od pet lijekova protiv gljivica koji su sadrzavali tiokonazol.
Nije zabiljezena interferencija s drugim testiranim tvarima.
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Tablica 27: Tvari testirane zbog moguce interferencije s HPV testom Aptima

Kategorija proizvoda

Robna markai ili vrsta proizvoda

Najvisa testirana koncentracija*

koja nije interferirala s radnim
uc¢inkom testa

Tiokonazol 1 robne marke Target

Lubrikant KY Sensual Mist 10 % viv
KY Warming Jelly 10 % wiv
KY Warming Liquid 10 % viv
Intimni lubrikant robne marke CVS 10 % wiv
%:l%rgfvajuéi losion za masazu i intimni lubrikant robne marke 10 % viv
Intimni lubrikant Astroglide (0,075 % 2}30{2;’:2/09 uzorka)
Tekudi lubrikant robne marke Target (0,025 % \(/)/\/1 Z:s\'::\\;g uzorka)
Spermicid Vaginalna kontracepcija Gynol Il, originalna formula 10 % wiv
Vaginalna kontracepcija Gynol Il, ekstra jaka 10 % wiv
Vaginalna kontraceptivna pjena Delfen 10 % wiv
Vaginalna kontracepcija Encare 10 % wiv
Vaginalna kontracepcija Conceptrol 10 % wiv
Lijek protiv gljivica / Vagisil Maximum Strength 10 % wiv
za ublazavanje svrbeza
Monistat Soothing Care 10 % wiv
Monistat 3 Combination Pack 10 % wiv
0,3% wiv

(0,075 % wlv testnog uzorka)

Mikonazol 3 robne marke Target 10 % wiv
Ledena octena kiselina |EMD M/N AX0073-11 10 % viv
Puna krv Puna krv 10 % viv

*Intimni lubrikanti koji sadrzavaju polikvaternij 15.

Tekuéi citoloski uzorci ThinPrep prije i poslije citologije obradeni na procesoru

ThinPrep 2000

Testiranje je provedeno kako bi se pokazala ekvivalentnost tekucih Papa klini¢kih ispitaka
ThinPrep s alikvotima uklonjenim prije i nakon obrade na procesoru ThinPrep 2000. Pedeset
(50) parova uzoraka prije i poslije obrade testirano je sa svakom od tri serije reagensa za
ukupno 150 skupova uzoraka. Ukupno slaganje izmedu uzoraka prije i poslije obrade bilo je
96,0 % (Cl 95 %: 91,6 % — 98,2 %). Pozitivno slaganje (koriste¢i naknadno obradene uzorke
kao referencu) bilo je 95,6 % (Cl 95 %: 89,2 % - 98,3 %), a negativno slaganje bilo je

96,6 % (Cl 95 %: 88,5 % — 99,1 %). Kapa koeficijent bio je 0,92.
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Tekuéi citoloski uzorci ThinPrep prije i poslije citologije obradeni na procesoru
ThinPrep 5000

Testiranje je provedeno kako bi se utvrdilo slaganje tekuéih citoloSkih uzoraka ThinPrep u
otopini PreservCyt testiranih na HPV testu Aptima prije i nakon obrade na procesoru
ThinPrep 5000. Ukupno 200 stvorenih tekuéih citoloskih uzoraka ThinPrep (100 HPV pozitivnih,
100 HPV negativnih) procijenjeno je u HPV testu Aptima prije i nakon obrade na procesoru
ThinPrep 5000. Studija je pokazala usporedivu ucinkovitost izmedu uzoraka prije i poslije
citologije pri svim testiranim koncentracijama (Tablica 28).

Tablica 28: Rezultati uzoraka prije i poslije citologije

Prije citologije
Pozitivni uzorci (iznad C95) Negativni uzorci (ispod C95)
Obogacéen s HeLa | Obogaéen s HeLa | Obogaéen s HelLa Niie dodano
pri ~10X LoD pri 1,5 - 3X LoD pri 0,05X LoD (9]5 %-tni Cl)
(95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) (95 %-tni Cl) ¢
100,0 98,7 0,0
Dogovor o
pozitivhom (83,9, 100,0) (93,2, 99,8) (0,0, 79,3) N/P
postotku
20/20 78/79 0/1
Postcitologija
0,0 97,4 100,0
Dogovor o
negativhom N/P (0,0, 79,3) (86,8, 99,5) (94,0, 100,0)
postotku
0/1 38/39 60/60
Ukupno 20 80 40 60

CI = Confidence Interval (interval pouzdanosti)

Tekuéi citoloski uzorci ThinPrep prije i poslije citologije obradeni na procesoru Genesis

Testiranje je provedeno kako bi se pokazala ekvivalentnost tekucih Papa klini¢kih ispitaka
ThinPrep s alikvotima uklonjenim prije i nakon obrade na procesoru Genesis. |1z svakog
uzorka prije obrade testirana su dva jedinstvena alikvota. Za uzorke kod kojih su se rezultati
iz oba alikvota prije obrade slagali, slozeni referentni rezultat prije obrade je tada koriSten za
izraunavanje slaganja s alikvotom poslije obrade iz istog uzorka. Za 2068 uzoraka sa
sloZzenim referentnim rezultatom, sveukupno slaganje izmedu rezultata prije i poslije obrade
bilo je 98,2 % (95 % CI 97,5 - 98,7 %). Pozitivno slaganje bilo je 97,9 % (95 % CIl 94,7 -
99,2%), a negativno slaganje 98,2 % (95 % CI: 97,5 - 98,7 %).
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