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Informagdes gerais

Utilizagao prevista

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

14 tipos de alto risco.

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

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

* O Aptima HPV assay pode ser utilizado como teste de selecgao principal de primeira
linha, com ou sem citologia cervical, para identificar mulheres com maior risco de
desenvolvimento de cancro do colo do utero ou de presenga de doenga de alto grau.
Esta informacéo, juntamente com a avaliagao do historial de selec¢cdo do doente por
parte do médico, outros factores de risco e directrizes profissionais, pode ser utilizada
para guiar a gestdo dos doentes.

O ensaio Aptima HPV pode ser utilizado para testar os seguintes tipos de espécimes no
Panther system: espécimes cervicais colhidos em frascos ThinPrep™ com solugao
PreservCyt™antes ou depois do processamento da citologia, espécimes cervicais colhidos
com o Kit de colheita e transporte de espécimes cervicais Aptima ou espécimes cervicais
colhidos em Fluido Conservante SurePath.

Resumo e explicagao do teste

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

O genoma viral do HPV é um DNA circular de cadeia dupla com um comprimento aproximado
de 7900 pares de bases. O genoma tem oito grelhas de leitura aberta sobrepostas. Ha seis
genes precoces (E), dois genes tardios (L) e uma longa regido de controlo ndo traduzida.
Os genes L1 e L2 codificam as proteinas das capsides major e minor. Os genes precoces
regulam a replicacao viral do HPV. Os genes E6 e E7 dos gendtipos de alto risco do HPV sao
oncogenes conhecidos. As proteinas expressas do mRNA policistronico E6/E7 alteram as
fungcbes das proteinas celulares p53 e retinoblastoma, dando origem a falha dos pontos de
verificagdo do ciclo celular e a instabilidade do genoma da célula.®®

Catorze genotipos de HPV sdo considerados patogénicos ou de alto risco para doenca do
colo do utero.® Diversos estudos tém associado os gendétipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 e 68 a progressao da doenga.*®” As mulheres que apresentem uma
infecao persistente com um desses tipos possuem um maior risco de desenvolver displasia
grave ou carcinoma do colo do utero.>?®
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As infeccbes por HPV sdao muito comuns e a maioria das mulheres irdo eliminar infeccoes
por HPV no prazo de 6 a 12 meses.*”* " A presenca de acido nucleico de HPV nao significa
que estejam presentes displasia do colo do utero ou cancro do colo do utero. Uma
abordagem mais eficaz a detecgdo de doenca cervical consiste em visar os elementos
oncogénicos do HPV que fomentam a infecgao viral persistente e a transformagéao celular.’

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

O desempenho clinico do ensaio Aptima HPV, quando utilizado numa modalidade de rastreio
primario, foi investigado em varios estudos por investigadores independentes. Pelo menos
25 publicagdes revistas por pares"* a partir de 15 estudos clinicos separados indicam o
desempenho do Aptima HPV no rastreio primario de mulheres inscritas em onze paises (China,
Canada, Franca, México, Inglaterra, Dinamarca, Paises Baixos, Estados Unidos da América,
Alemanha, Suécia e Tailandia). Os dados destes estudos mostram que o Aptima HPV tem
um desempenho clinico semelhante comparativamente a outros testes HPV clinicamente
validados quando utilizado para o rastreio primario de pré-cancro e cancro do colo do utero.

Principios do procedimento

O Aptima HPV Assay envolve trés passos principais, 0os quais ocorrem num unico tubo:
captacao do alvo, amplificacdo do alvo por amplificagdo mediada por transcricao
(Transcription-Mediated Amplification, TMA),” e deteccdo dos produtos de amplificacdo pelo
ensaio de protecgado da hibridagcao (Hybridization Protection Assay, HPA).” O ensaio
incorpora um controlo interno (Internal Control, IC) para controlar a captacao, amplificagao e
detecgdo do acido nucleico, bem como o erro do operador ou do instrumento.

Os espécimes sao colhidos ou transferidos para um tubo que contém um meio de transporte
de espécimes (specimen transport media, STM) que submete as células ao processo de lise,
liberta 0 mRNA e o protege da degradacao durante a conservagao. Quando se executa o
Aptima HPV Assay, o mRNA alvo ¢é isolado do espécime através da utilizacdo de oligdbmeros
de captacao que estao ligados a microparticulas magnéticas. Os oligémeros de captagao
contém sequéncias complementares para regides especificas das moléculas alvo do mRNA do
HPV, bem como uma cadeia de residuos de desoxiadenosina. Durante o passo de hibridagao,
as regides especificas das sequéncias dos oligdbmeros de captacao ligam-se a regides
especificas das moléculas alvo do mRNA do HPV. O complexo do oligdmero de captagao/alvo
€ entdo captado e retirado da solugéo reduzindo a temperatura da reacg¢ao para a temperatura
ambiente. Esta reducdo da temperatura permite que a hibridagdo ocorra entre a regiao da
desoxiadenosina no oligébmero de captacdo e as moléculas de polidesoxitimidina que estao
ligadas por covaléncia as particulas magnéticas. As microparticulas, incluindo as moléculas
alvo do mRNA do HPV captadas ligadas a elas, sao arrastadas para a parte lateral do tubo de
reaccgao pela utilizacdo de imanes e o sobrenadante é aspirado. As particulas sdo lavadas
para remover a matriz de espécime residual que possa conter inibidores de amplificagao.

Terminada a captacado do alvo, 0o mRNA do HPV é amplificado por TMA, que € um método
de amplificacdo do acido nucleico baseado na transcricdo e que utiliza duas enzimas:

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

A deteccao do produto de amplificagcao é feita através do HPA utilizando sondas de acido

nucleico de cadeia simples marcadas por quimioluminescéncia que s&o complementares do
produto de amplificacdo. As sondas de acido nucleico marcadas sao hibridadas especificamente
no produto de amplificacdo. O Reagente de Selecgao diferencia entre sondas hibridadas e
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nao hibridadas através da desactivacido da marca nas sondas n&o hibridadas. Durante o
passo de deteccao, a luz emitida a partir dos hibridos RNA:DNA marcados € medida como
sinais de fotdes denominados Unidades de Luz Relativa (Relative Light Units, RLU) num
luminémetro. Os resultados finais do ensaio sao interpretados com base no sinal para
“cutoff” (S/CO) do analito.

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

Resumo de seguranga e desempenho

O Resumo de seguranga e desempenho (SSP, Summary of Safety and Performance) esta
disponivel na base de dados europeia de dispositivos médicos (Eudamed), onde esta associado
aos identificadores do dispositivo (UDI-DI basico). Para localizar o SSP do Aptima HPV, consulte
o identificador unico do dispositivo basico (BUDI), que é: 54200455DIAGAPTHPVBR.

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

B. Para uso profissional.

C. Para obter adverténcias e precaucdes especificas adicionais, consulte os Manuais de
instrugbes do Panther/Panther Fusion System.

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

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

F. Adverténcia: Irritante e Corrosivo: Evite o contacto do Auto Detect 2 com a pele, olhos
e membranas mucosas. Se este fluido entrar em contacto com a pele ou os olhos, lave
bem com agua a zona afectada. Se este fluido derramar, dilua 0 derrame com agua
antes de o limpar e secar.

G. As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento tém de ser regularmente
descontaminados com solugao de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).
Consulte Procedimento de teste no Panther System para obter mais informacdes.

Relacionados com os espécimes

H. Mantenha as condi¢coes de temperatura adequadas durante o envio e conservacédo dos
espécimes, de modo a garantir a integridade dos espécimes. A estabilidade do espécime
nao foi avaliada em condicbes de envio e conservagao para além das recomendadas.
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As datas de validade indicadas nos kits e tubos de colheita/transferéncia de espécimes
referem-se ao local da colheita/transferéncia e nao as instalagbes de testes. Os espécimes
colhidos/transferidos a qualquer momento antes destas datas de validade s&o validos para
efeitos de testes, desde que tenham sido transportados e conservados de acordo com o
folheto informativo apropriado, mesmo que estas datas de validade tenham passado.

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

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

Apods a perfuracéo, e sob determinadas condigdes, o liquido pode vazar das tampas dos
tubos. Consulte Procedimento de teste no Panther System para obter mais informacgdes.

. Os espécimes de citologia liquida ThinPrep e de Colheita e Transporte de Espécimes do

Colo do Utero (Cervical Specimen Collection and Transport, CSCT) devem ser rejeitados
se tiver sido deixado um dispositivo de recolha no tubo de amostra.

. Os espécimes de citologia liquida SurePath devem ser rejeitados se nao estiver presente

um dispositivo de colheita no frasco.

Relacionados com o ensaio

0.

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

Evite a contaminacdo microbiana ou com ribonuclease dos reagentes.

Q. Nao utilize o kit apés a data de validade.

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

Os fluidos do ensaio Aptima e os reagentes Aptima Auto Detect ndao fazem parte do lote
mestre; pode ser utilizado qualquer lote.

E necessario misturar bem os reagentes do ensaio para alcancgar resultados exactos.

U. Tem de utilizar pontas com encaixes hidrofébicos.

Alguns reagentes deste kit possuem simbolos de risco e segurancga nos rétulos.

Nota: A informagdo sobre a comunicag¢do de perigos reflete as classificacbes das Fichas
de dados de seguranca (SDS) da Unido Europeia. Para obter informagbes de
comunicagao de perigos especificas da sua regiao, consulte a respetiva Ficha de dados
de segurancga na Biblioteca de Fichas de Dados de Segurangca em www.hologicsds.com.
Para obter mais informagdes sobre os simbolos, consulte a legenda dos simbolos em
https://www.hologic.com/package-inserts.
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Informacgoes sobre riscos para a UE

Selection Reagent
ACIDO BORICO 1 - 5%

ATENGAO
H315 — Provoca irritagéo cutanea
H319 — Provoca irritagéo ocular grave

Target Capture Reagent

HEPES 5 — 10%

EDTA 1% - 5%

Lithium Hydroxide, Monohydrate 1 — 5%

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 — Evitar a libertacdo para o ambiente
P280 — Usar protegdo ocular/protecéo facial

Amplification Reagent
HEPES 25 - 30%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 - Evitar a libertagdo para o ambiente
P280 - Usar protegao ocular/protegao facial

Enzyme Reagent
HEPES 1 - 5%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 - Evitar a libertagdo para o ambiente
P280 - Usar protegao ocular/protegéo facial

Probe Reagent

LAURYL SULFATE LITHIUM SALT 35 - 40%
SUCCINIC ACID 10 - 15%

LITHIUM HYDROXIDE MONOHYDRATE 10 - 15%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 - Evitar a libertagdo para o ambiente
P280 - Usar protegdo ocular/protegéo facial

Requisitos de conservagao e manuseamento dos reagentes

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

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

Reagente de Amplificagdo do HPV

Reagente Enzimatico do HPV
Reagente de Sonda do HPV
Reagente de Controlo Interno do HPV

Calibradores positivos e calibradores negativos do HPV

B. Os seguintes reagentes sdo conservados a uma temperatura de 15 °C a 30 °C
(temperatura ambiente):

Solugao de Reconstituicdo de Amplificagao do HPV

Aptima HPV Assay
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Solugao de reconstituicdo enzimatica do HPV
Solugao de reconstituicdo de sondas do HPV
Reagente de captacédo do alvo do HPV
Reagente de selec¢céo do HPV

C. Apos a reconstituicdo, os seguintes reagentes permanecem estaveis durante 30 dias
desde que conservados a uma temperatura de 2 °C a 8 °C:

Reagente de Amplificacdo do HPV
Reagente Enzimatico do HPV
Reagente de Sonda do HPV

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

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

F. Os reagentes do ensaio Aptima HPV permanecem estaveis durante um periodo
cumulativo de 72 horas quando conservados a bordo do Panther System.

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

H. Nao congele os reagentes.

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

1. Efetue a colheita de espécimes do colo do Utero em frascos ThinPrep Pap Test com
solugéo PreservCyt com dispositivos de colheita tipo vassoura ou escova/espatula de
acordo com as instrugdes do fabricante.

2. Antes ou depois do processamento com o processador ThinPrep 2000, o processador
ThinPrep 5000, o processador ThinPrep 5000 com Autoloader ou o processador
ThinPrep Genesis, transfira
1 ml de espécime de citologia liquida ThinPrep para um tubo de transferéncia de
espécimes Aptima, de acordo com as instru¢des do folheto informativo do Kit de
transferéncia de espécimes Aptima e da solucéo de transferéncia.

Espécimes citolégicos de base liquida SurePath

1. Proceda a colheita de um espécime citoldgico de base liquida SurePath de acordo com
as instrucdes de utilizagdo do SurePath Pap Test e/ou do PrepStain System.

2. Transfira o espécime citolégico de base liquida SurePath para um tubo de transferéncia
de espécimes Aptima, de acordo com as instru¢des no folheto informativo do Kit de
transferéncia de espécimes Aptima e da solugao de transferéncia Aptima.

Espécimes do Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais

Proceda a colheita do espécime de acordo com as instrugées de utilizagdo do Kit CSCT
Aptima.
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B. Transporte e conservagao antes do teste
Espécimes de citologia liquida ThinPrep

1. Transporte os espécimes de citologia liquida ThinPrep a uma temperatura de 2 °C a 30 °C.

2. Os espécimes devem ser transferidos para um Tubo de Transferéncia de Espécimes
Aptima num prazo de 105 dias apés a colheita.

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

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

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

Espécimes de citologia liquida SurePath

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

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

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

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

Espécimes do Kit Aptima de Colheita e Transporte de Espécimes Cervicais

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

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

C. Tratamento dos espécimes de citologia liquida SurePath

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

1. Solugao de Transferéncia Aptima

As amostras tratadas podem ser conservadas entre 2 °C e 8 °C até 17 dias antes da
realizagdo de testes com o ensaio Aptima HPV. Consulte mais detalhes no folheto informativo
do Kit de transferéncia de espécimes Aptima e da solugao de transferéncia Aptima.

D. Conservacado de espécimes apos o teste

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

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

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

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

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

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

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

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

Embalagem refrigerada do Aptima HPV
(conservar a uma temperatura de 2 °C a 8 °C ap0s a recepgao)

Simbolo  Componente Quantidade
A Reagente de Amplificagdo do HPV 1 frasco
Acidos nucleicos néo infecciosos desidratados em solucdo
tamponada com < 5% de agente de volume.
E Reagente Enzimatico do HPV 1 frasco
Transcriptase reversa e polimerase do RNA desidratadas em
solugéo tamponada com HEPES com < 10% de reagente de
volume.
P Reagente de Sonda do HPV 1 frasco
Sondas de DNA quimioluminescentes ndo infecciosas
(< 500 ng/frasco) desidratadas em solu¢gdo tamponada com
succinato contendo < 5% de detergente.
IC Reagente de Controlo Interno do HPV 1 frasco
Transcrito de RNA néo infeccioso em solugdo tamponada com
< 5% de detergente.
Embalagem a temperatura ambiente do Aptima HPV
(conservar a temperatura ambiente de 15 °C a 30 °C apos a recepg¢ao)
Simbolo Componente Quantidade
AR Solugio de Reconstituigio de Amplificagdo do HPV 1
Solugdo aquosa contendo conservantes.
ER Solugio de reconstituigdo enzimatica do HPV 1
Solugdo tampao com HEPES contendo um agente
tensioactivo e glicerol.
PR Solugio de reconstituigido de sondas do HPV 1
Solugéo tamponada com succinato contendo < 5% de detergente.
S Reagente de selec¢ao do HPV 1
Solugdo tamponada com 600 mM de borato contendo agente
tensioactivo.
TCR Reagente de captura do alvo HPV 1
Solugdo tamponada com fase sélida e oligémeros de captura
(< 0,5 mg/mi).
Colarinhos de Reconstituicao 3
Ficha de Cédigos de Barras do Lote Principal 1 folha

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

Simbolo Componente Quantidade

PCAL Calibrador Positivo do HPV 5 frascos
Transcrito in vitro de HPV 16 n&o infeccioso a 1000 coépias por
ml numa solugéo tamponada contendo < 5% de detergente.

NCAL  calibrador Negativo do HPV 5 frascos
Solugdo tamponada contendo < 5% de detergente.

Materiais necessarios, mas disponiveis separadamente

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

Material Cédigo produto
Panther System 303095
Fluidos continuos e residuos Panther System (Panther Plus) PRD-06067
Kit de execugédo Panther 303096
Kit de fluidos do ensaio Aptima 303014

(Solugéo de lavagem Aptima, tamp&o para o fluido de desativagao Aptima e
Reagente de 6leo Aptima)

Kit Auto Detect Aptima 303013
Unidades multitubos (MTUs) 104772-02
Kit de sacos de residuos Panther 902731
Tampa do recipiente de residuos Panther 504405

Pontas, 1000 ul, com filtro, condutoras, detec¢do de liquido e descartaveis 901121 (10612513 Tecan)
Nem todos os produtos estao disponiveis em todas as regiées. Contacte o seu 903031 (1061 2513 Tecan)

representante para obter informagbes especificas da regiao MME-04134 (301 80117 Te can)
MME-04128
Kit de transferéncia de espécimes Aptima 301154C
Kit de transferéncia de espécimes Aptima— imprimivel PRD-05110
Kit de colheita e transporte de espécimes cervicais Aptima 302657
Tampas perfuraveis Aptima 105668
Tampas nao perfuraveis de substituicao 103036A

Tampas sobresselentes para kits de 250 testes: —
Solugbes de reconstituicdo do reagente de amplificagdo e do reagente de sonda CL0041
Solugéo de reconstituicdo do reagente enzimatico 501616
TCR e reagente de selegao CL0040

Tampas sobresselentes para kits de 100 testes: —

Solugbes de reconstituicdo do reagente de amplificagdo e do reagente de sonda CL0041
Solugédo de reconstituicdo do reagente enzimatico CL0O041
TCR e reagente de selegao 501604

Lixivia 5,0% a 8,25% (0,7 M a 1,16 M) de solugao de hipoclorito de sédio —
Luvas descartaveis —
Kit de solugédo de transferéncia Aptima (apenas para espécimes SurePath) 303658
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Materiais opcionais

Material Codigo produto

Intensificador de lixivia para limpeza 302101

Procedimento de teste no Panther System

Nota: Consulte o Manual de instrugbes do Panther/Panther System para mais
informagdes sobre o procedimento do Panther System.

A. Preparacao da area de trabalho

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

B. Preparacao dos reagentes de um novo kit

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

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

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

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

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

d. Abra a solucéo de reconstituicdo correspondente e coloque a tampa sobre uma
superficie de trabalho limpa e coberta.

e. Segurando o frasco de solugdo na bancada, insira bem a outra extremidade do
colarinho de reconstituicao no frasco (Figura 1, Passo 2).

f. Inverta suavemente os frascos montados. Deixe a solugéo vazar do frasco para o
frasco de vidro (Figura 1, Passo 3).

g. Agite suavemente a solugao no frasco para a misturar bem. Evite criar espuma
quando agitar o frasco (Figura 1, Passo 4).

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

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

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

k. Deite fora o colarinho de reconstituicao e o frasco (Figura 1, Passo 8).
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Adverténcia: Evite formar espuma quando reconstituir os reagentes. A espuma
compromete a detecgdo de nivel no Panther System.

f1 (= ™ 3 _ "\f4 ™

2

Yy
7

Figura 1. Processo de reconstituicao do Panther System

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

a.

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

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

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

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

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

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

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

3. Prepare o Reagente de Selecgao

a.

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

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

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

Aptima HPV Assay
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C. Preparacgao de reagentes previamente reconstituidos

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

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

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

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

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

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

D. Manuseamento de amostras

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

2. Nao coloque as amostras no vortex.

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

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

E. Preparacdo do sistema

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

2. Coloque as amostras.

Notas sobre o procedimento

A. Calibradores
1. Para funcionar adequadamente com o software do Aptima HPV Assay no Panther
System, sdo necessarias trés réplicas do Calibrador Positivo e trés réplicas do
Calibrador Negativo. Um frasco de cada calibrador pode ser colocado em qualquer
posicao do suporte em qualquer Pista da Zona de Amostras no Panther System.
A pipetagem de espécimes comeca quando se verificar uma das duas condigbes

seguintes:
a. O sistema esta actualmente a processar um Calibrador Positivo e um Calibrador
Negativo.

b. Resultados validos para os calibradores estao registados no sistema.
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2. Uma vez pipetados os tubos de calibrador e quando estiverem a ser processados para
um kit de reagente especifico, os espécimes podem ser executados com o respectivo
kit de reagente de ensaio até 24 horas, a menos que:

a. Os resultados dos calibradores sejam invalidos.
b. o respectivo kit de reagente de ensaio seja retirado do sistema;

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

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

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

C. Po6 das luvas

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

A. Critérios de validade da execucgao

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

* Mais de uma réplica de Calibrador Negativo invalido.
* Mais de uma réplica de Calibrador Positivo invalido.

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

Uma execugédo invalida tem de ser repetida. As execug¢des abortadas devem ser repetidas.

B. Critérios de aceitagao do calibrador

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

Calibrador negativo
Analito| =20e <45000RLU
IC| >75000e <400 000 RLU

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

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

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

D. Calculo do cutoff do analito

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

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

“Cutoff” do analito = 1 hq \ msdia da RLU do analito das réplicas do Calibrador Positivo valido]

E. Calculo do sinal para cutoff (S/CO) do analito
O S/CO do analito é determinado a partir da RLU do analito da amostra de teste e do
cutoff do analito para a execugao.

RLU do analito da amostra de teste
cutoff do analito

S/CO do analito =
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Interpretacao do teste

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

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

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

Resultado do
Aptima HPV Critérios
Assay
S/CO do analito < 0,50
Negativa IC = cutoff do IC
IC <2000 000 RLU
S/CO do analito =2 0,50
Positiva IC <2000 000 RLU
Analito < 13 000 000 RLU
IC > 2000 000 RLU
ou
Invalida S/CO do analito < 0,50 e IC < cutoff do IC
ou
Analito > 13 000 000 RLU
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Limitacoes

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

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

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

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

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

F. A remocao de 1 ml de espécime de citologia liquida SurePath antes do processamento
citolégico ndo foi avaliada relativamente ao impacto do resultado de citologia.

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

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

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

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

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

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

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

N. A infeccdo por HPV nao é um indicador de HSIL citolégica nem de CIN subjacente de
alto grau, nem implica que CIN2, CIN3 ou cancro se irdo desenvolver. A maioria das
mulheres infectadas com um ou mais tipos de HPV de alto risco ndo desenvolvem CINZ2,
CIN3 ou cancro.

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

P. A utilizacdo deste produto deve ser limitada a pessoal com formagao na utilizagdo do
Aptima HPV Assay.
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Q. A contaminagéo cruzada de amostras pode dar origem a resultados positivos falsos. A
taxa de contaminacao por transferéncia do ensaio Aptima HPV no Panther System foi
determinada num estudo n&o clinico como sendo de 0,7%.

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

S. Podem ocorrer resultados positivos falsos com este teste. Transcritos in vitro dos
genotipos de HPV 26, 67, 70 e 82 de baixo risco apresentaram reactividade cruzada
com o Aptima HPV Assay.
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Resultados previstos do Panther System: Prevaléncia de mRNA do HPV
de alto risco

A prevaléncia de infeccdo com HPV de alto risco varia amplamente e é influenciada por
diversos factores, sendo a idade o factor com maior preponderancia.®*** Ha muitos estudos
que investigaram a prevaléncia do HPV determinada pela deteccdo de DNA do HPV;
contudo, poucos estudos indicaram a prevaléncia com base na detec¢do de mRNA do HPV
oncogénico. Inscreveram-se num estudo clinico prospectivo conhecido como ensaio CLEAR
mulheres de varias clinicas (n=18), representando uma ampla distribuicado geografica e uma
populacao diversificada (10 estados dos Estados Unidos da América).*®* Conforme
determinada pelo Aptima HPV Assay no Panther System, a prevaléncia de amostras
positivas para mRNA do HPV observada no ensaio clinico foi categorizada, em geral, de
acordo com o grupo etario e o local do teste. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1
para as populacdes de células escamosas atipicas de significado indeterminado (Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance, ASC-US) e negativo para lesao intraepitelial
ou malignidade (Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, NILM).

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

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

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

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

O ensaio Aptima HPV foi lancado pela primeira vez no Tigris” DTS system, em 2008. Em
2011, as indicagdes alargaram-se a utilizacdo do ensaio Aptima HPV no Panther System. O
Panther System é uma plataforma de instrumentos mais pequena, que € uma alternativa ao
Tigris DTS System. Os sistemas destinam-se ambos a automatizar totalmente os testes de
acidos nucleicos dos ensaios de diagnéstico. Os testes de desempenho do ensaio
selecionados concluidos no Tigris DTS System foram aproveitados para apoiar o
desempenho do ensaio no Panther System.

Ensaio CLEAR - Avaliagao na Linha de Referéncia

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

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

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

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

O estado da doenca foi determinado por um Consenso do Painel de Revisdo de Histologia,
que foi baseado na concordancia de, pelo menos, 2 patologistas especialistas. Os estados
de HPV das mulheres nao foram apresentados aos patologistas especialistas. O estado de
citologia também nao foi apresentado, nem os diagndstico