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Informacgdes gerais Aptima™

Informacgdes gerais

Utilizagdo prevista

O Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 assay (Aptima HSV 1 & 2 assay) é um teste in vitro de amplificacdo de
acidos nucleicos (NAAT) em tempo real para a detecao e diferenciacédo qualitativas do RNA mensageiro (MRNA)
do virus herpes simples (HSV) tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) no sistema Panther™.

O ensaio pode ser utilizado para testar esfregacos recolhidos pelo médico com origem em lesbes cutaneas na
regido anogenital ou labial e coloca-los num meio de transporte viral (VTM) ou meio de transporte de
espécimes Aptima (STM). O ensaio serve como auxiliar no diagnéstico de infe¢des por HSV-1 e/ou HSV-2 em
pacientes sintomaticos do sexo masculino e feminino.

O dispositivo ndo se destina a ser utilizado com liquido cefalorraquidiano ou em rastreio pré-natal.

Resumo e explicacao do teste

Os virus herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) sé&o virus DNA de cadeia dupla que pertencem a
subfamilia alpha herpesviridae. Embora o HSV-1 e HSV-2 estejam intimamente relacionados, eles sao
geneticamente e serologicamente distintos (1). Nos Estados Unidos, durante o periodo de 2005 a 2010 a
seroprevaléncia do HSV-1 foi de 53,9% e a do HSV-2 foi de 15,7% (2).

O HSV-1 e HSV-2 infetam normalmente pele pavimentosa, bem como mucosa oral ou genital, provocando
lesdes dolorosas. Apés uma fase sintomatica inicial, os virus estabelecem infecdes latentes nos ganglios e
nervos sensoriais sendo a causa de infe¢des incuraveis ao longo da vida nos seres humanos. Diversos
fatores, tais como, stress fisico ou emocional, febre, luz ultravioleta e dano tecidual podem causar reativagao
viral levando a lesdes recorrentes ou derramamento assintomatico (1, 3).

Embora tanto o HSV-1 como o HSV-2 possam infetar a mucosa genital e oral, 0o HSV-1 é responséavel pela
maioria das infe¢cdes ndo genitais. A infecao genital por HSV é uma das infe¢des sexualmente transmissiveis
mais prevalentes nos Estados Unidos. Ainda que o HSV-2 continue a ser a causa mais comum do herpes
genital, estudos recentes sugerem um aumento na incidéncia do HSV-1 induzida por herpes genital (4). As
infe¢Bes genitais por HSV podem facilitar a aquisigdo e transmissdo do HIV (5). Além disso, mulheres em fase
final da gravidez com infegdo genital por herpes HSV priméria tém 50% de hipéteses de transmitir o virus para
o feto e estédo em maior risco de aborto esponténeo e parto prematuro (6).

Uma elevada percentagem de infe¢6es por HSV assintomaticas néo séo detetadas pelo paciente ou pelo
médico (7). Por conseguinte, um diagndstico preciso das infe¢des por HSV melhora o aconselhamento,
conduz a um tratamento eficaz e reduz a transmisséo (4).

Historicamente, as infecfes por HSV eram diagnosticadas utilizando o processo em cultura viral seguido de
tipagem do HSV com imunofluorescéncia. Estes procedimentos consistiam num trabalho intensivo e
demorado. Os testes de amplificacédo de acidos nucleicos (NAATS) tém provado ser mais sensiveis do que os
métodos em cultura e proporcionar um resultado muito mais rapido (4).

O Aptima HSV 1 & 2 assay € um NAAT desenvolvido para utilizacdo no sistema Panther automatizado que
utiliza captura de alvo, transcrigdo de amplificacdo mediada (TMA™), detecdo em tempo real do HSV-1, HSV-2 e
de um controlo interno (Cl). O Aptima HSV 1 & 2 assay amplifica e deteta os mMRNAs do HSV-1 e do HSV-2
(8). Estes RNAs manifestam-se a partir do genoma viral durante o ciclo de infecdo, e sdo colocados dentro de
particulas virais do HSV-1 e do HSV-2 antes da libertagdo de virus de células infetadas (9). Desta forma, o
Aptima HSV 1 & 2 assay, deteta células infetadas por virus e as proprias particulas virais maduras.

Principios do procedimento

O Aptima HSV 1 & 2 assay envolve trés passos principais, 0s quais ocorrem num Unico tubo no sistema
Panther: captura do alvo, amplificacao do alvo por TMA e detec&o dos produtos da amplificacdo (amplicon)
através de sondas com marcadores fluorescentes (sondas). O ensaio incorpora um Cl em todos os testes
para controlar a captacédo, amplificacéo e detecdo do acido nucleico pretendido.
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Os espécimes sao colhidos ou transferidos para um tubo com STM, o qual lisa as células, liberta 0 MRNA, e
protege-o da degradacdo durante 0 armazenamento. Sempre que é executado um ensaio no Aptima HSV 1 &
2 assay, 0 mRNA alvo é isolado do espécime, utilizando oligémeros de captura ligados a microparticulas
magnéticas. Os oligdmeros de captura contém sequéncias complementares para regides especificas das
moléculas alvo de mRNA do HSV, bem como uma cadeia de residuos de desoxiadenosina. Durante a fase de
hibridacao, a regifes de sequéncia especifica do oligdbmero de captura ligam-se a regides especificas da
molécula alvo de mRNA do HSV. O oligdmero de captura: o complexo alvo é entdo capturado e retirado da
solucao reduzindo a temperatura da reacao para a temperatura ambiente. Esta reducdo da temperatura
permite que a hibridacao ocorra entre a regido da desoxiadenosina no oligémero de captura e as moléculas
de polidesoxitimidina que estéo ligadas de forma covalente as particulas magnéticas. As microparticulas,
incluindo as moléculas alvo de mRNA do HSV capturadas ligada as mesmas, sdo empurradas para a sec¢ao
lateral do tubo de reacdo por imanes e o sobrenadante é aspirado. As particulas séo lavadas para remover a
matriz de espécime residual que possa conter inibidores da amplificacao.

Apbs a captura do alvo estar concluida, o mRNA do HSV é amplificado com TMA, um método de amplificacéo
de &cido nucleico com base em transcricdo, que utiliza duas enzimas, a transcriptase reversa MMLV e a T7
RNA polimerase. A transcriptase reversa € utilizada para gerar uma cépia de DNA da sequéncia do mRNA
alvo que contenha uma sequéncia de promotor da T7 RNA polimerase. A T7 RNA polimerase produz varias
cépias do RNA amplicon a partir do modelo da c6pia do DNA.

A detecdo é conseguida utilizando torchs de acidos nucleicos de cadeia simples, presentes durante a
amplificacdo do alvo, e que se hibridam especificamente com o amplicon em tempo real. Cada torch tem um
fluoréforo e um agente de extincdo. O agente de extingdo suprime a fluorescéncia do fluoréforo, uma vez que
se destina a estar em estreita proximidade quando nao hibridada com o amplicon. Quando o torch se liga ao
amplicon, o agente de extin¢cdo é ainda mais afastado do fluoréforo e emite um sinal num determinado
comprimento de onda quando excitado por uma fonte de luz. Mais torchs hibridam quando mais amplicons
estdo presentes. O aumento em sinal de fluorescéncia com a amplificacéo progressiva é detetado por
fluorémetros dentro do sistema Panther. O sistema Panther pode detetar e discriminar entre os trés sinais
fluorescentes correspondentes para HSV-1, HSV-2 e os produtos de amplificagao de CI. A fluorescéncia
(medida em unidades relativas de fluorescéncia [URF]) € monitorizada ao longo do tempo para produzir uma
curva de emergéncia da fluorescéncia em tempo real para cada corante indicador. O sistema Panther compara as
curvas de emergéncia fluorescentes com os tempos limite fixos para comunicar os resultados (TTime) do HSV-1,
HSV-2 e do CI.

Adverténcias e precaucdes

A. Para reduzir o risco de resultados invalidos, leia atentamente todo o folheto informativo e o Manual de
instrucdes do sistema Panther antes de executar este ensaio.

B. Para uso profissional.

Relacionadas com o laborat6rio
C. Utilize apenas os artigos de laboratério descartaveis que sejam fornecidos ou especificados.

D. Tome todas as precaucdes laboratoriais de rotina. Nao pipete com a boca. Ndo coma, ndo beba, nem
fume nas areas de trabalho designadas. Use luvas sem p0 descartaveis, protecao ocular e batas de
laboratério quando manusear espécimes e reagentes de um kit. Lave bem as méos depois de manusear
0s espécimes e 0s reagentes do Kkit.

E. As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento devem ser regularmente descontaminados
com solucao de hipoclorito de sodio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).

F. Elimine todos os materiais que tenham estado em contacto com espécimes e reagentes de acordo com 0s
regulamentos europeus, nacionais e locais (10, 11, 12, 13). Limpe e desinfete minuciosamente todas as
superficies de trabalho.
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Relacionadas com os espécimes

G. Os prazos de validade dos kits de transferéncia de espécimes séo relativos a colheita/transferéncia de
espécimes e ndo aos testes dos espécimes. Os espécimes colhidos/transferidos em qualquer data
anterior a esses prazos de validade sdo validos para serem testados, desde que tenham sido
transportados e preservados de acordo com o folheto informativo, mesmo que o prazo de validade do
tubo de transferéncia tenha sido ultrapassado.

H. Os espécimes podem ser infeciosos. Utilize as precaucdes universais (10, 11, 12) quando executar este
ensaio. Devem ser estabelecidos métodos de manuseamento e eliminacdo adequados de acordo com os
regulamentos locais (13). Este procedimento s6 deve ser executado por pessoal com a devida
qualificacdo na utilizacdo do Aptima HSV 1 & 2 assay e no manuseamento de materiais infeciosos.

I.  Mantenha condi¢des de conservacao adequadas durante o transporte de espécimes para garantir a
integridade do espécime. A estabilidade do espécime em condi¢8es de transporte além das
recomendadas néo foi avaliada.

J. Evite a contaminacédo cruzada durante os passos de manuseamento dos espécimes. Tenha especial
cuidado para evitar a contaminacao por disseminacao de aerossoéis quando desapertar ou destapar 0s
recipientes dos espécimes. Os espécimes podem conter niveis de organismos extremamente elevados.
Certifique-se de que os recipientes de espécimes ndo entram em contacto uns com os outros e deite fora
0S materiais usados sem passa-los por cima de recipientes abertos. Mude de luvas se estas entrarem em
contacto com o espécime.

K. Apos a perfuracao, e sob determinadas condicdes, o liquido pode vazar das tampas dos tubos de
transporte Aptima. Consulte o Procedimento de teste adequado para obter mais informacdes.

L. Se o laboratério receber um tubo de transporte de esfregacos Aptima sem zaragatoa, com duas
zaragatoas, ou com uma zaragatoa ndo fornecida pela Hologic, o espécime deve ser rejeitado.

Relacionadas com o ensaio

M. Nao troque, misture, nem combine reagentes do ensaio provenientes de kits com nimeros de lote mestre
diferentes. E possivel trocar os controlos e os fluidos do ensaio.

N. Evite a contaminacdo microbiana ou com nuclease dos reagentes.

O. Tape e conserve todos os reagentes do ensaio as temperaturas especificadas. O desempenho do ensaio
pode ser afetado pela utilizacdo de reagentes conservados de forma incorreta. Consulte “Requisitos de
conservagdo e manuseamento dos reagentes” e “Procedimento de teste no sistema Panther” para obter
mais informacdes.

P. Nao combine quaisquer reagentes ou fluidos do ensaio sem instrugdes especificas para tal. Nao adicione
reagentes ou fluidos. O sistema Panther verifica os niveis dos reagentes.
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Requisitos de conservacdo e manuseamento dos reagentes

A. Atabela seguinte apresenta as condi¢des de conservacgao e de estabilidade dos reagentes e dos

F.

controlos.
N Kit aberto (reconstituido)
Conservacao de
Reagente rodutos por abrir
P P Conservacao Estabilidade
Reagente de amplificagcéo 2°Cas8°C
Solucgéo de reconstituicdo da 15°Ca30°C 2°Ca8°C 30 dias?
amplificacéo
Reagente enzimatico 2°Cas8°C
Solugéo de reconstituicdo enzimatica 15°Ca30°C 2°Cas8°C 30 dias?
Reagente promotor 2°Ca8°C
Soluc¢éo de reconstituicdo do promotor 15°Ca30°C 2°Cas8°C 30 dias!
Reagente de captura do alvo 15°Ca30°C 15°C a30°C? 30 dias!
Controlo negativo 2°Cas8°C Frasco descartavel
Controlo positivo 2°Cas8°C Frasco descartavel
Controlo interno 2°Ca8°C Frasco descartavel

! Sempre que os reagentes forem retirados do sistema Panther, dever&o voltar imediatamente as respetivas temperaturas de
conservagao.

2 Condigdes de conservacéo do reagente de captura do alvo de trabalho (reagente de captura de alvo com controlo interno
adicionado).

Descarte quaisquer reagentes reconstituidos, bem como o reagente de captura do alvo de trabalho
(WTCR, working Target Capture Reagent) nao utilizados apés 30 dias ou apos a data de validade do lote
mestre, conforme o que ocorrer primeiro.

Os reagentes conservados dentro do sistema Panther tém 120 horas de estabilidade.

A O Reagente Promotor e o Reagente Promotor reconstituido séo fotossensiveis. Proteja estes
reagentes da luz durante a sua conservacao e a preparacao para utilizacao.

Evite a contaminacéo cruzada durante 0 manuseamento e a conservacao dos reagentes. Tape todos os
reagentes reconstituidos com novas tampas de reagente antes de os conservar.

N3o congele os reagentes.

Colheita e conservacao de espécimes

Nota. Manuseie todos os espécimes como se contivessem agentes potencialmente infeciosos. Use as
precaucfes universais.

Nota. Tenha cuidado para evitar a contaminacdo cruzada durante os passos de manuseamento das
amostras. Por exemplo, descarte o material usado sem passar por cima de tubos abertos.

Os esfregacos recolhidos pelo médico com origem em lesGes anogenitais e labiais e colocados no STM ou no
VTM podem ser utilizados.
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As amostras das lesdes podem ser recolhidas utilizando o seguinte:

e Kit de colheita de espécimes de esfregaco Aptima Multitest (para STM)

¢ Kit de colheita com VTM disponivel para comercializagao

A. Instrucdes para colheita

Consulte o folheto informativo do kit de colheita de espécimes adequado para obter instruces de colheita

especificas.

B. Transporte e conservacao de espécimes antes do teste

1. Colheita de esfregacos com Kit de colheita de espécimes de esfregaco Aptima Multitest

a. Transportar e conservar o espécime no tubo de transporte de espécimes de esfregaco Aptima a
uma temperatura entre 2 °C e 30 °C durante e até 60 dias ap0s a colheita.

b. Se for necessario conservar os espécimes durante mais tempo, pode fazé-lo a uma temperatura
de < -20 °C até 90 dias apds a colheita.

2. Esfregacos colhidos com o kit de colheita com VTM

a. Transportar e conservar o espécime dentro do tubo com VTM a uma temperatura entre 2 °C e
8 °C durante e até 3 dias apés a colheita.

b. Antes da realizagdo dos ensaios com o0 Aptima HSV 1 & 2 assay, devera transferir os espécimes
colhidos com VTM para o tubo de transferéncia do Kit de transporte de espécimes Aptima que
contém 2,9 ml de STM, de acordo com as instrucdes abaixo.

c. Preparacao da &rea de transferéncia de espécimes

Vi.

Calce luvas sem pd e limpas.

Limpe as superficies de trabalho e os pipetadores com 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) de
solucao de hipoclorito de sddio.

Permita que a solucéo de hipoclorito de sddio entre em contacto com as superficies de
trabalho e os pipetadores durante, pelo menos, 1 minuto e depois enxague com agua DI
(deionizada). Seque as superficies com toalhas de papel limpas.

Cobra a superficie da bancada com uma protecao limpa e absorvente com forro de pléastico.

Na area de transferéncia de amostras, coloque um suporte de tubos de ensaio com o
namero suficiente de tubos de transferéncia de espécimes Aptima correspondente ao
namero de espécimes com VTM a serem testados.

Rotule cada tubo de transferéncia de espécimes Aptima com o nimero de acesso ou ID do
espécime.

d. Procedimento de transferéncia do espécime

Para reduzir o risco de contaminagao com outros espécimes, trabalhe com um espécime
VTM de cada vez.

Calce as luvas sem pé e coloque os espécimes a serem testados huma area de
transferéncia de espécimes que esteja limpa.

Obtenha um espécime com VTM. Destape o tubo de transferéncia de espécimes Aptima
correspondente, colocando a tampa na bancada voltada para cima.

Coloque no vértex o espécime com VTM durante 3 a 10 segundos. Destape o tubo,
colocando a tampa na bancada voltada para cima.

Dentro de 1 minuto apds o vortex, pipete 0,5 ml do espécime com VTM para o tubo de
transferéncia de espécimes Aptima, do kit de transporte de espécimes Aptima, que contém
2,9 ml de STM.
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Vi. Retire a ponta da pipeta e coloque-a num recipiente com solucéo de hipoclorito de sédio a
0,5%.
Vii. Volte a tapar o tubo de transferéncia de espécimes Aptima firmemente. Inverta

cuidadosamente o tubo 2 a 3 vezes para assegurar que a mistura da amostra fica completa.

viil. Se pretender, volte a tapar o tubo que contém os restantes espécimes com VTM para
conservagao a < —70 °C.

iX. Repita os passos iii a viii para a transferéncia de espécimes subsequentes. Mude as luvas
sem po muitas vezes e especialmente se estiverem em contacto com o espécime.

e. ApOs transferéncia para um tubo de transferéncia de espécimes Aptima, estes podem ser
transportados e conservados entre 2 °C a 30 °C durante e até 30 dias.

f.  Ser for necessario uma conservacao mais prolongada, congele os espécimes com VTM no tubo
de transferéncia de espécimes Aptima a £ -20 °C até 90 dias.

C. Acondicionamento de espécimes apos o teste:
1. Os espécimes testados devem ser acondicionados hum suporte em posicéo vertical.

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

3. Se as amostras testadas tiverem de ser congeladas ou expedidas, retire a tampa perfuravel e coloque
novas tampas nao perfuraveis nos tubos de transporte de espécimes. Se 0s espécimes tiverem de ser
expedidos para serem testados noutro local, mantenha as temperaturas recomendadas.

4. Antes de destapar e voltar a tapar 0os espécimes previamente testados, centrifugue os tubos de
transporte de espécimes durante 5 minutos a uma Forca Centrifuga Relativa (RCF) de 420 para levar
todo o liquido ao fundo do tubo. Evite salpicos e contaminacao cruzada.

Nota. Os espécimes devem ser transportados de acordo com os regulamentos de transporte nacionais,
internacionais e regionais em vigor.
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Sistema Panther

Os reagentes do Aptima HSV 1 & 2 assay para o sistema Panther estdo indicados abaixo. Os simbolos de
identificacao do reagente também estdo indicados junto ao nome do reagente.

Reagentes e materiais fornecidos

Nota: para obter informacdes sobre quaisquer declaracdes de perigo e de precaucédo que possam estar
associadas a estes reagentes, consulte a Biblioteca de fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheet
Library) em www.hologic.com/sds.

Kit Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay

100 testes (2 caixas para ensaios e 1 kit de controlos) Cod. N° PRD-03568

Os controlos encontram-se disponiveis separadamente. Consulte o codigo de produto individual abaixo.

Caixa refrigerada do Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay

(conservar auma temperatura entre 2 °C e 8 °C ap6s a recegédo)

Simbolo  Componente Quantidade
A Reagente de amplificacdo 1 frasco
Acidos nucleicos néo infeciosos liofilizados em solugéo tamponada.
E Reagente enzimatico 1 frasco
Transcriptase reversa e polimerase de RNA liofilizadas em solugdo tamponada HEPES.
PRO Reagente promotor 1 frasco
Acidos nucleicos néo infeciosos liofilizados em solugéo tamponada.
Cl Controlo interno 1x0,3ml
Acidos nucleicos nao infeciosos em solucdo tamponada.
Caixa a temperatura ambiente do Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay
(conservar a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C ap6s a recegao)
Simbolo  Componente Quantidade
AR Solucéo de reconstituicdo da amplificagcéo 1x7,2ml
Solugdo aquosa contendo glicerol e conservantes.
ER Solucéo de reconstituicdo enzimética 1x5,8ml
Solugdo tamponada com HEPES com um agente tensioativo e glicerol.
PROR Solucgao de reconstituicdo do promotor 1x4,5ml
Solugdo aquosa contendo glicerol e conservantes.
TCR Reagente de captura do alvo 1x26,0ml
Acidos nucleicos numa solucéo salina tamponada que contém fase sélida, acidos
nucleicos ndo infeciosos.
Aros de reconstituicao 3
Ficha de Cédigos de Barras do Lote Mestre 1 folha
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Kit de controlos do Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 (Cod. N° PRD-03569)

(conservar a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C ap6s a rececgédo)
Simbolo Componente Quantidade
CONTROLO -  Controlo negativo 5x2,7ml
Solucéo tamponada.
CONTROLO +  Controlo positivo 5x1,7ml
Acidos nucleicos néo infeciosos em solugdo tamponada.
Folha do codigo de barras do controlo 1 folha
Materiais necessarios mas disponiveis separadamente

Nota. Os materiais com codigo de produto listados estao disponiveis na Hologic, salvo indicacdo em contrario.

Material
Sistema Panther

Kit de execugéo Panther para ensaios em tempo real (apenas em
tempo real)

Kit de fluidos do Aptima Assay (também conhecido como Kit de fluidos
universais)
contém solugdo de lavagem Aptima, tampao para o fluido de
desativacdo Aptima e reagente de 6leo Aptima

Unidades Multitubos (MTUs)
Kit de sacos de residuos Panther
Tampa do recipiente de residuos Panther

Ou, Kit de execucéo do sistema Panther

(para executar ensaios TMA em paralelo com ensaios TMA em tempo
real)

contém MTUs, sacos de residuos, tampas de recipientes de residuos,
detetores automaticos e fluidos de ensaio

Kit de fluidos do ensaio Aptima

(contém solugdo de lavagem Aptima, tampao para o fluido de desativacio
Aptima e reagente de 6leo Aptima)

Unidades Multitubos (MTUS)
Pontas, condutoras de 1000 pl, dete¢ao de liquido
Kit de transferéncia de espécimes Aptima

para utilizacdo com espécimes colhidos com VTM

Kit de transferéncia de espécimes Aptima— imprimivel
para utilizagcdo com espécimes colhidos com VTM

P1000 pontas

Kit de colheita de espécimes de esfregaco Aptima Multitest

Lixivia (minimo de 5,0% ou 0,7 M de solugédo de hipoclorito de sodio)

Cédigo de produto

PRD-03455 (5000 testes)

303014 (1000 testes)

104772-02

902731

504405

303096 (5000 testes)

303014 (1000 testes)

104772-02
10612513 (Tecan)
301154C

PRD-05110

PRD-03546
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Sistema Panther Aptima™

Material Codigo de produto

Nota: Misture uma parte de lixivia com uma parte de agua
deionizada para fazer solugdo a base de lixivia para trabalho
[2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) solucado de hipoclorito de sadio].

Luvas sem po descartaveis —
Tampas perfuraveis Aptima 105668
Tampas ndo perfuraveis de substituicdo 103036A

Tampas de substituicdo para reagentes

Solugbes de reconstituicio da solugédo de amplificagdo, do reagente
enzimatico e do reagente promotor CL0041(100 tampas)
TCR 501604 (100 tampas)

Coberturas de bancada laboratorial com forro de plastico —
Toalhetes que néo larguem pélos —
Pipetador —
Pontas —

Misturador vortex —

Procedimento de teste no sistema Panther
Nota. Consulte o0 Manual de instru¢des do sistema Panther para obter mais informacg8es sobre o procedimento.
A. Preparacdo da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho onde serdo preparados os reagentes. Para este efeito utilize 2,5% a
3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solucéo de hipoclorito de sddio. Permita que a solucao de hipoclorito de
sédio entre em contacto com as superficies durante pelo menos 1 minuto e depois enxague com agua
DI (deionizada). N&o deixe secar a solucdo de hipoclorito de sédio.

2. Limpe uma superficie de trabalho separada onde as amostras serdo preparadas. Siga o procedimento
supramencionado (passo A.1).

3. Cobra a superficie da bancada na qual vai preparar os reagentes e as amostras com uma protecao
limpa e absorvente com forro de plastico.

4. Limpe as pipetas com 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M) de solucéo de hipoclorito de sédio. Permita que a
solucao de hipoclorito de sédio entre em contacto com as superficies durante pelo menos 1 minuto e
depois enxague com agua DI (deionizada). Nao deixe secar a solugdo de hipoclorito de sédio.

B. Reconstituicdo/preparacéo dos reagentes de um novo kit

Nota. A reconstituicao dos reagentes deve ser realizada antes de iniciar qualquer trabalho no sistema
Panther.

1. Antes do teste, a amplificacdo, a enzima, e 0s reagentes promotores devem ser reconstituidos
através da combinacao dos conteldos dos frascos de reagente liofilizado com a solucéo de
reconstituicdo adequada.

a. Permita que os reagentes liofilizados atinjam a temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) antes da
sua utilizacao.

b. Emparelhe cada solucdo de reconstituicdo com o respetivo reagente liofilizado. Antes de fixar o
aro de reconstituicdo, certifique-se de que a solugéo de reconstituicdo e o reagente possuem
rétulos com simbolos correspondentes.
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Aptima™ Sistema Panther

c. Verifique os nimeros do lote na Ficha de Cddigos de Barras do Lote Mestre para garantir que
estdo emparelhados os reagentes adequados.

d. Abra o frasco do reagente liofilizado e insira firmemente a extremidade ranhurada do aro de
reconstituicdo na abertura do frasco (Figura 1, Passo 1).

e. Abra o frasco da solucao de reconstituicdo correspondente e colocar a tampa numa superficie de
trabalho limpa e coberta.

f. Coloque o frasco da solucéo de reconstituicdo sobre a bancada e insira com firmeza a outra
extremidade do aro de reconstituicdo na abertura do frasco (Figura 1, Passo 2).

g. Inverta lentamente os frascos preparados. Deixe passar a solucao do frasco de plastico para o
frasco de vidro (Figura 1, Passo 3).

h. Agite gentilmente a solucdo no frasco para misturar. Evite formar espuma ao agitar o frasco
(Figura 1, Passo 4).

i. Aguarde pelo menos 15 minutos até que o reagente liofilizado entre na solu¢céo e, em seguida,
inverta novamente os frascos preparados, inclinando-os num angulo de 45° para reduzir ao
minimo a formacado de espuma (Figura 1, Passo 5). Deixe passar o liquido todo novamente para o
frasco de plastico.

j- Retire o aro de reconstituicao e o frasco de vidro (Figura 1, Passo 6).

k. Volte a colocar a tampa do frasco de plastico. Grave as iniciais do operador e a data de
reconstituicdo na etiqueta (Figura 1, Passo 7).

|. Descarte 0 aro de reconstituicdo e o frasco de vidro (Figura 1, Passo 8).

Aviso. Evite formar espuma ao reconstituir os reagentes. A espuma compromete o sensor de nivel do
sistema Panther.

1 m B 3 - N (2 T .
o
|l |

(5
& % | 5]

Figura 1. Processo de reconstituicdo de reagentes
2. Prepare o reagente de captura do alvo de trabalho (WTCR)
a. Emparelhe os frascos adequados de TCR e de Cl.

b. Verifigue os nimeros de lote do reagente na Ficha de Cddigos de Barras do Lote Mestre para
garantir que emparelhou os reagentes adequados do Kit.

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

d. Abra o frasco de Cl e deite o contedado completo no frasco de TCR. Uma pequena quantidade de
liquido podera permanecer no frasco de ClI.

e. Feche o frasco e agite suavemente a solugdo para misturar o contetido. Evite formar espuma
durante este passo.

Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay 11 AW-15346-601 Rev. 004



Sistema Panther Aptima™

f. Registe as iniciais do operador e a data atual na etiqueta.

g. Deite fora o frasco de Cl e a tampa.

C. Preparacéo de reagentes para reagentes previamente reconstituidos

1.

Os reagentes de amplificacao, enzimatico e de sonda previamente preparados devem atingir a
temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) antes do inicio do ensaio.

Se 0 WTCR contiver um precipitado, aguegca o0 mesmo a temperatura de 42 °C a 60 °C durante e até
90 minutos. Permita que o WTCR equilibre até a temperatura ambiente antes da sua utilizacdo. N&o
utilize se o precipitado persistir.

Verifique se os reagentes ndo excederam os respetivos tempos de estabilidade durante a
conservacao, incluindo a estabilidade dentro do sistema.

Misture bem cada reagente, invertendo-os suavemente antes de os colocar no sistema. Evite criar
espuma quando inverter os reagentes.

N&o ateste frascos de reagente. O sistema Panther reconhece e rejeita os frascos que tenham sido
atestados.

D. Manuseamento de espécimes

1
2.
3.

Deixe os controlos e os espécimes alcancarem a temperatura ambiente antes de os processar.
N&o coloque as amostras no voértex.
Confirme visualmente se cada tubo com espécime cumpre um dos seguintes critérios:

a. Presenca de uma Unica zaragatoa de colheita Aptima cor-de-rosa num tubo de transporte de
esfregacos.

b. Auséncia de uma zaragatoa no tubo de transferéncia de espécimes Aptima para espécimes
com VTM.

Inspecione os tubos de espécimes antes de os colocar no suporte:

a. Seum tubo de espécime contiver bolhas no espaco entre o liquido e a tampa, centrifugue o tubo
durante 5 minutos a uma RCF de 420 para eliminar as bolhas.

b. Se um tubo de espécime tiver um volume inferior ao normalmente observado quando se seguem
as instruc@es de colheita, centrifugue o tubo durante 5 minutos a uma RCF de 420 para garantir
gue o liquido néo esté retido na tampa.

Nota: o ndo cumprimento dos passos 4a-4b, podera resultar numa descarga de liquido proveniente da tampa
do tubo de espécime.

Nota: é possivel testar um maximo de 4 aliquotas distintas de cada tubo de espécime. A tentativa de pipetar
mais do que 4 aliquotas do tubo com espécime pode dar origem a erros de processamento.

E. Preparacao do sistema

1.

Configure o sistema de acordo com as instru¢des do Manual de instru¢cfes do sistema Panther e
“Notas sobre o procedimento”. Certifique-se de que sao utilizados suportes de reagente e
adaptadores de TCR de dimensado adequada.

Notas sobre o procedimento

A. Controlos

1.

Os tubos de controlo positivo e negativo podem ser colocados no suporte em qualquer posicdo ou em
qualquer corredor da zona de amostras do sistema Panther. A pipetagem de espécimes comeca
guando se verificar uma das 2 condi¢6es seguintes:

a. Os controlos estdo atualmente a ser processados pelo sistema.
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Aptima™ Sistema Panther

b. Sao registados resultados validos para os controlos no sistema.

2. ApOs os tubos dos controlos serem pipetados e estarem a ser processados para um kit de reagentes
especifico, os espécimes do paciente podem ser testados com o kit associado até um periodo
maximo de 24 horas a menos que:

a. Osresultados dos controlos sejam invalidos.
b. O respetivo kit de reagente do ensaio seja removido do sistema.
c. O respetivo kit de reagente do ensaio tenha ultrapassado os limites de estabilidade.

3. Cada tubo de controlo s6 pode ser testado uma Unica vez. A tentativa de pipetar mais do que uma vez
pode dar origem a erros de processamento.

B. Temperatura
A temperatura ambiente definida situa-se entre 15 °C e 30 °C.
C. P6 das luvas

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de pé em algumas luvas pode causar a
contaminacédo de tubos abertos. Recomenda-se a utilizacdo de luvas sem pé.
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Controlo de qualidade Aptima

Controlo de qualidade
A. Critérios de validade da execucao:

O software determina automaticamente a validade da execucédo. O software ira invalidar uma execucao,
se um ou ambos os controlos (negativos e positivos) apresentarem resultados invalidos.

Uma execucao pode ser invalidada por um operador se tiverem sido observadas dificuldades técnicas, do
operador ou do instrumento, durante a execucdo do ensaio e se estas estiverem documentadas.

Uma execucao invalida deve ser repetida.
B. Validade de controlo:
A Tabela 1 define os critérios de validade TTime para os controlos negativos e positivos.

Tabela 1. Critérios de validade TTime

TTime do ClI HSV-1 TTime HSV-2 TTime
Controlo negativo 27,0 e 40,0 - -
Controlo positivo 27,0 e <53,0 23,0 e <35,0 23,0 e <35,0

Nota: as amostras com controlo de qualidade externo (ndo fornecidas) devem ser testadas em conformidade
com os regulamentos locais, regionais e/ou nacionais ou 0s requisitos de certificacdo e os procedimentos de
controlo de qualidade padréo de cada laboratério.

Nota: para obter assisténcia relativa a controlos fora do intervalo, contacte o suporte técnico da Hologic.

Nota: Quando o TTime néo poder ser calculado, sera exibido um trago (-).
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Interpretacao dos testes

Interpretacao dos testes

Os resultados dos testes sédo determinados automaticamente pelo software de ensaio. Os resultados para a
detecao do HSV-1 e HSV-2 séo apresentados separadamente. A Tabela 2 apresenta os possiveis resultados
comunicados numa execucao valida e as interpretacdes dos mesmos. As amostras com resultados de testes
invalidos devem ser novamente testadas. Indique o primeiro resultado valido.

Tabela 2. Interpretacdo de resultados

Resultado HSV-1 Resultado HSV-2

Interpretacéo

HSV1 neg HSV2 neg Negativo: Nenhum mRNA do HSV-1 ou do HSV-2 detetado

HSV1 neg HSV2 POS HSV-2 positivo: mMRNA do HSV-2 detetado

HSV1 POS HSV2 neg HSV-1 positivo: mMRNA do HSV-1 detetado

HSV1 POS HSV2 POS HSV-1 e HSV-2 positivos: mMRNA do HSV-1 e do HSV-2 detetado
Invalido Invalido Invalido: Houve um erro na producéo do resultado. O espécime deve

ser novamente testado.

A Tabela 3 apresenta os critérios TTime para a determinacdo do resultado num espécime em particular. Um
teste também pode ser invalido pelo facto de outros parametros estarem fora da faixa esperada.

Tabela 3. Critério TTime

TTime do ClI HSV-1 TTime HSV-2 TTime
Negativo 27,0e 45,0 - -
HSV1 positivo -ou 27,0 e<53,0 23,0 e 53,0 -
HSV2 negativo
HSV1 negativo -ou27,0e<53,0 - 23,0 e 53,0
HSV2 positivo
HSV1 positivo -ou 27,0 e<53,0 23,0 e 53,0 23,0 e <53,0

HSV2 positivo

Invalido -

Nota: quando o TTime néo poder ser calculado, sera exibido um trago (-).

Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay
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Limitagbes Aptima™

LimitacOes
A. A utilizacdo deste ensaio estd limitada a pessoal que tenha recebido formacao relativa ao procedimento.
O ndo cumprimento das instrucdes fornecidas neste folheto informativo pode levar a resultados erréneos.

B. A fiabilidade dos resultados depende da colheita, transporte, conservacao e processamento de espécimes
adequados.

C. O dispositivo ndo se destina a ser utilizado com liquido cefalorraquidiano ou em rastreio pré-natal.
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Desempenho do ensaio analitico no sistema Panther

Meio de transporte viral (VTM)

O desempenho do Aptima HSV 1 & 2 assay foi avaliado com os tipos de VTM mais utilizados (BD Universal
Viral Transport/Copan Universal Transport Media, Remel M4RT, Remel M4, and Remel M5). Em cada meio
foram adicionadas, separadamente, a estirpe MacIntyre do HSV-1 ou particulas virais da estirpe EM do HSV-2
a ~3X do Limite de Detecéo (LoD). Cada painel foi depois transferido de acordo com as instrucfes do folheto
informativo do STM. Para avaliar a potencial interferéncia de diferentes tipos de VTM, os painéis negativos
para HSV (n&o aditivados) foram, também, diluidos em STM e testados em quarenta réplicas por painel.
Todos os painéis negativos foram 100% validos e negativos e todos os painéis aditivados do HSV-1 ou HSV-2
foram 100% positivos para o tipo de HSV adequado.

Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica/LoD do Aptima HSV 1 & 2 assay foi determinada, através da avaliagdo de uma série
de painéis com os virus HSV-1 ou HSV-2 diluidos em espécimes clinicos negativos reunidos em ambos STM
e VTM diluidos em matrizes baseadas em STM. No HSV-1, as estirpes virais Maclntyre e HF também foram
testadas. No HSV-2 foram testadas as estirpes EM e G. Pelo menos 60 réplicas foram testadas em cada
concentracdo, para cada membro do painel, para cada matriz e para cada estirpe ao longo de 3 lotes de
reagentes.

Foi realizada uma analise de regresséo Probit para fornecer o limite de detecéo de 95% do previsto para cada
estirpe do HSV, em cada matriz e em cada lote. O LoD foi determinado como sendo a concentragéo, na qual
295% de positividade de réplicas testadas é conseguida com base no maior calculo entre os trés lotes de
reagentes.

Tabela 4. LoD do HSV 1 &2 com VTM e STM

LoD
TCID50/ml
HSV Tipo/Estirpe Tipo de espécime (95% Confianca)
STM 60,6 (37,9 — 143,2)
HSV-1 Maclintyre
VTM 186,9 (148,1 — 266,5)
STM 78,9 (47,7 — 195,3)
HSV-1 HF
VTM 159,3 (98,3 — 326,7)
STM 18,2 (10,7 — 46,1)
HSV-2 EM
VTM 28,7 (15,6 — 105,6)
STM 18,8 (13,2 - 36,4)
HSV-2 G
VTM 128,8 (57,8 — 584,2)

Verificacdo do LoD

O LoD foi verificado utilizando dois isolados clinicos do HSV-1 e dois do HSV-2, os quais foram isolados de
espécimes clinicos positivos do HSV, em cultura e quantificados internamente. Cada isolado foi testado com o
Aptima HSV 1 & 2 assay utilizando 60 réplicas, cada uma a 1X LoD, 3X LoD, e 10X LoD. O teste foi concluido
em ambas as matrizes, STM e VTM, para todos os quatro isolados clinicos e foi elaborado utilizando 3 lotes
de reagentes. Todas as réplicas para todos os isolados clinicos em todas as trés concentracdes testadas
foram detetadas pelo Aptima HSV 1 & 2 assay, demonstrando que o ensaio pode detetar com precisédo uma
variedade de ambos os isolados do HSV-1 e do HSV-2 no determinado LoD.
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Co-infecéao

Foram elaborados painéis com particulas virais do HSV-1 a 3X LoD e virus HSV-2 a 1000X LoD, e com HSV-2 a
3X LoD e HSV-1 a 1000X LoD. Foram elaborados painéis adicionais contendo HSV-2 na concentragéo de
100X do HSV-1 a 3X LoD. Todos os testes resultaram em detecdo de 100% para HSV-1 e HSV-2.

Reatividade cruzada

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade analiticas do Aptima HSV 1 & 2 assay na presenc¢a de micro-
organismos nao alvos que possam estar presentes em espécimes clinicos, foram elaborados painéis de
microrganismos ndo alvos com STM com uma concentracao de teste de 1 x 10° unidades/ml para virus e

1 x 106 unidades/ml para todos os outros organismos. Foram testados organismos na auséncia do HSV ou na
presenca de qualquer um do HSV-1 ou do HSV-2 a 3X LoD. Quarenta e sete dos 48 microbios testados ndo
tiveram qualquer efeito no desempenho do ensaio a 1 x 10% unidades/ml; o Streptococcus pneumoniae nao
mostrou qualquer interferéncia a 1 x 10° unidades/ml (Tabela 5).

Tabela 5. Especificidade analitica

Micro-organismo Concentragao

Acinetobacter calcoaceticus 1x108 CFU/mI*2
Acinetobacter Iwoffii 1x108 CFU/mI*2
Actinomyces israelii 1x10° copias de RNA/mI?
Adenovirus tipo 1 1x10° TCID50/mI3
Alcaligenes faecalis 1x108% CFU/mI*
Atopobium vaginae 1x106 cdpias de RNA/mI?

Bacteroides fragilis

1x108 CFU/mI*2

Bifidobacterium adolescentis

1x108 CFU/mI*2

Virus BK

1x10° copias de DNA/mI3

Bordetella bronchiseptica

1x108 CFU/mI*2

Bordetella pertussis

1x108 CFU/mI*2

Campylobacter jejuni

1x108 CFU/mI*2

Candida glabrata

1x108 CFU/mI*2

Clostridium difficile

1x108 CFU/mI*2

Clostridium perfringens

1x108 CFU/mI*?2

Corynebacterium genitalium

1x108 CFU/mI*2

Cryptococcus neoformans

1x108 CFU/mI*2

Enterobacter aerogenes

1x108 CFU/mI*2

Enterobacter cloacae

1x108 CFU/mI*2

Enterococcus faecium

1x108 CFU/mI*2

Enterococcus faecalis

1x108 CFU/mI*2

Virus Epstein-Barr

1x10° copias de DNA/mI?

Escherichia coli

1x108 CFU/mI*2

Fusobacterium nucleatum

1x108 CFU/mI*?2

Gardnerella vaginalis

1x108 CFU/mI*2

Haemophilus ducreyi

1x108 CFU/mI*2

Virus de hepatite B

1x10° Ul/mI43

Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay
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Desempenho do ensaio analitico no sistema Panther

Tabela 5. Especificidade analitica

Micro-organismo

Concentracéo

Klebsiella pneumoniae

1x108 CFU/mI*2

Lactobacillus crispatus

1x108 CFU/mI*2

Moraxella catarrhalis

1x108 CFU/mI*?2

Mycoplasma hominis

1x108 copias de RNA/mI?

Mycoplasma orale

1x108 copias de RNA/mI?

Neisseria gonorrhoeae

1x108 CFU/mI*?2

Neisseria meningitidis

1x108 CFU/mI*2

Parvovirus B19

1x10° TCID50/mI®

Prevotella bivia

1x108 CFU/mI*?2

Propionibacterium acnes

1x108 CFU/mI*2

Proteus mirabilis

1x108 CFU/mI*2

Proteus vulgaris

1x108 CFU/mI*2

Pseudomonas aeruginosa

1x108 CFU/mI*2

Staphylococcus aureus

1x108 CFU/mI*2

Staphylococcus epidermidis

1x108 CFU/mI*?2

Staphylococcus saprophyticus

1x108 CFU/mI*2

Streptococcus mitis

1x108 CFU/mI*2

Streptococcus pneumoniae

100.000 CFU/mIt?2

Streptococcus pyogenes

1x108 CFU/mI*2

Virus varicela-zéster

1x10° copias de DNA/mP?

Virus do Nilo Ocidental 1x10° TCID50/mI3

1CFU = Unidades formadoras de colénias, 2Obtido internamente pela Hologic, Inc.,
30Obtido pela ZeptoMetrix Corporation (Buffalo NY), “Ul=Unidades Internacionais

Interferéncia

As substancias potencialmente interferentes apresentadas na Tabela 6 foram testadas no Aptima HSV 1 & 2
assay com concentracdes iniciais de 5% vol/vol (V/V), equivalente a 100% da Capacidade de Esfregaco (SC);
ou em concentracdes de 0,03% ou 5% wt/vol (W/V); ou a 4 x 10° células/ml para leucdcitos. Foram
elaborados painéis com STM e avaliados em fungéo dos potenciais efeitos sobre a sensibilidade e
especificidade do ensaio. O desempenho da sensibilidade foi avaliado separadamente, no HSV-1 e no HSV-2,
adicionando particulas virais em painéis com substancias a 3X do LoD. Os painéis negativos para HSV
contendo todas as substancias também foram avaliados quanto a especificidade.

N&o se observou qualquer efeito no desempenho do ensaio na presenca marcas representativas das seguintes
substancias exégenas em 5% W/V ou V/V (100% SC): lubrificante vaginal; creme antifingico; duche; spray
feminino; medicacao para herpes labial; balsamo labial; lo¢do corporal; p6 de talco; solucéo de lavagem com
acido acético glacial; creme para hemorroidas; supressor da tosse; pasta de dentes e elixir oral. O
espermicida/gel contracetivo ndo causaram qualquer interferéncia a uma concentracao de 4% W/V ou 80% do
SC. Néo foi observada qualquer interferéncia na presenca de marcas representativas da medicacao antiviral a
5% W/V. Nao se observou qualquer efeito sobre o desempenho do ensaio nas seguintes substancias
enddgenas testadas a 5% V/V ou W/V (100% SC): urina, muco e fluido seminal. Nao foi observada
interferéncia nas seguintes substancias enddégenas nas concentracdes finais indicadas: leucdcitos

(4x105 células/ml); saliva (4% W/V / 80% SC); proteina (4% W/V / 80% SC); sangue total (0,5% V/V / 10% SC);
e fezes (0,03% W/V / 0,6% SC).
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Tabela 6: Substancias Interferentes

Substéancia Marca/Fonte Concentragdo final*.
lubrificante vaginal Gel KY 5% VIV
espermicida/gel contracetivo Options Gynol Il 4% W/IV
creme antifingico Monistat 3 5% W/V
higiene intima feminina Up & Up Feminine Wash 5% VIV
spray feminino FDS Feminine Deodorant Spray 5% W/V
medicacao para herpes labial Releev 5% W/V
béalsamo labial Carmex 5% WV
log&o para o corpo Vaseline Aloe Fresh 5% W/V
po de talco Summer's Eve Powder 5% W/V
solugdo de lavagem com acido solugdo de lavagem com acido

acético glacial acético glacial 5% VIV
creme para hemorroidas Preparation H 5% W/V
urina Colheita de urina internamente 5% VIV
sangue total Colheita de sangue total 0.5% VIV

internamente

Biological Specialty Corporation

leucdcitos Leukocytes 4x10° células/ml
saliva Colheita de saliva internamente 4% WV
muco Mucina Sigma Aldrich 0,3% WV
fluido seminal fluido seminal 5% VIV
fezes fezes 0,03% W/V
supressor da tosse Dayquil 5% VIV
pasta de dentes Sensodine 5% W/V
proteina Casein 4% W/IV
farmaco antiviral acyclovir 5% W/V
elixir oral Listerene 5% VIV

*As concentragdes finais representam a concentracéo final (FC) na amostra, quando testado no instrumento
Panther. Em termos de colheita SC, 5% FC = 100% SC; 4% FC = 80% SC; 0,5% FC = 10% SC;

0,03% FC = 0,6% SC

HSV-2 |labial artificial

O teste do Aptima HSV 1 & 2 assay foi realizado utilizando uma matriz de espécime clinico artificial para
fornecer dados de desempenho adicionais na dete¢cdo do HSV-2 em amostras labiais. Foram adicionadas
particulas virais da estirpe EM do HSV-2 no VTM negativo para HSV ou matrizes clinicas labiais com STM a
3X do LoD ou 1000X do LoD, em cada um dos respetivos meios. Foram testadas quinze réplicas de amostras
negativas para HSV, vinte e cinco réplicas do HSV-2 a 3X LoD, e vinte e cinco réplicas do HSV-2 a 1000X
LoD para ambas as matrizes com VTM e STM por operadores, que desconheciam o contetido do painel. Os
resultados mostraram 100% de detecdo do HSV-2 contendo painéis artificiais labiais positivos e 0% de

detegdo em todas as amostras negativas em ambas as matrizes clinicas com STM e VTM.
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do Aptima HSV 1 & 2 assay foi avaliada em trés centros externos dos EUA. Realizaram-se
testes com trés lotes de reagentes do ensaio e seis operadores (dois em cada centro). Em cada centro, 0
teste foi realizado durante pelo menos seis dias. Foram criados membros do painel adicionando particulas
virais do HSV-1 e/ou HSV-2 no STM. As concentracdes finais do HSV-1 variaram de 0 TCIDso/ml a

86,96 TCIDso/ml e as concentracdes finais do HSV-2 variaram de 0 TCIDso/ml a 1,63 TCIDso/ml.

A robustez do Aptima HSV 1 & 2 assay foi avaliada testando os membros do painel negativos para HSV e
membros do painel contendo niveis baixos a moderados do HSV-1 e HSV-2. A concordancia com os
resultados esperados foi de 100% para HSV-1 e HSV-2 nos membros negativos e positivos moderados do
painel e <100% nos membros do painel com concentracdes proximas ou abaixo do LoD de 95% do ensaio
com STM aditivado com particulas virais.

A Tabela 7 apresenta concordancia dos resultados do Aptima HSV 1 & 2 assay com os resultados esperados
para todos os membros do painel.

Tabela 7. Concordancia dos resultados Aptima HSV 1 & 2 Assay com os resultados esperados

Conc Alvo Resultado Concordancia (%)
Conc. (TCIDso/ml) esperado Concordaram (95% IC)

HSV-1 HSV-2 HSV-1 HSV-2 HSV-1 HSV-2 N HSV-1 HSV-2 HSV-1 HSV-2
Neg Neg 0 0 Neg Neg 108 108 108 100 100
(96,6-100)  (96,6-100)

LPos Neg 28,90 0 Pos Neg 108 103 108 95,4 100
(89,6-98,0) (96,6-100)

Neg LPos 0 0,54 Neg Pos 108 108 105 100 97,2
(96,6-100)  (92,1-99,1)

LPos  MPos 28,90 1,63 Pos Pos 108 97 108 89,8 100
(82,7-94,2)  (96,6-100)

MPos  LPos 86,96 0,54 Pos Pos 108 108 108 100 100
(96,6-100)  (96,6-100)

HNeg Neg 3,00 0 Pos Neg 108 50 108 46,3 100
(37,2-55,7)  (96,6-100)

Neg HNeg 0 0,20 Neg Pos 108 108 86 100 79,6

(96,6-100)  (71,1-86,1)

IC = Pontuacéao do intervalo de confiangca, Conc = concentracdo, HNeg = negativo alto, LPos = positivo baixo,
MPos = positivo moderado, Neg = negativo, Pos = positivo

A tabela 8 apresenta a variabilidade do sinal do HSV-1 e do HSV-2 em membros positivos baixos e moderados
do painel entre os centros, entre operadores, entre os lotes, entre os dias, entre as execucgdes, dentro das
execucdes, e globalmente em membros do painel com resultados positivos no Aptima HSV 1 & 2 assay.
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Tabela 8. Variabilidade de sinal do Aptima HSV 1 & 2 Assay em membros positivos baixos e moderados do painel

Entre Entre Entre Intra-
centros operadores Entrelotes Entredias execugdes execucdes Total
Virus TTime DP DP DP DP DP DP DP
Conc. N médio (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
HSV-1
LPos 103 24,68 0 0,23 1,63 0,71 0,54 0,88 2,07
(0) (0,95) (6,62) (2,89) (2,18) (3,55) (8,40)
LPos 97 23,91 0 0 2,18 0,86 0 1,60 2,84
(0) (0) (9,11) (3,58) (0) (6,71) (11,87)
MPos 108 22,96 0 0,22 1,54 0,31 0,68 0,94 1,96
(0) (0,97) (6,69) (1,34) (2,96) (4,11) (8,55)
HSV-2
LPos 105 25,49 0 0,70 0,84 0 0 2,52 2,74
(0) (2,74) (3,30) (0) 0) (9,87) (10,76)
LPos 108 25,34 0 0 1,54 0,86 0,59 2,67 3,26
(0) (0) (6,08) (3,41) (2,34) (10,53) (12,85)
MPos 108 2291 0 0 1,09 0,35 0,42 1,06 1,62
(0) (0) (4,76) (1,53) (1,83) (4,64) (7,07)

Conc = concentracéo, CV = coeficiente de variacéo, LPos = positivo baixo, MPos = positivo moderado, DP = desvio padrao
Nota: A variabilidade derivada de alguns fatores pode ser numericamente negativa. Tal ocorreu quando a variabilidade devido a esses
fatores foi muito pequena. Nesses casos, 0 DP e o CV sao mostrados como 0.

Desempenho clinico

Foi realizado um estudo clinico multicéntrico prospetivo para estabelecer as caracteristicas de desempenho
do Aptima HSV 1 & 2 assay. Individuos do sexo masculino e feminino (n = 839) com lesfes cuténeas ativas
nas regides anogenital® ou labial? foram incluidos em 19 centros clinicos externos nos EUA, incluindo
planeamento familiar, dermatologia, pediatria/ adolescentes, infecdes sexualmente transmissiveis, medicina
privada, e ainda, centros de salde, hospitais, universidades e centros de investigacdo médica. Foram
recolhidos dois (2) esfregacos de apenas uma lesdo de cada individuo: um deles com uma zaragatoa de um
kit de colheita com VTM, comercialmente disponivel, e 0 outro com uma zaragatoa do kit de colheita de
esfregaco Aptima Multitest. Os espécimes foram processados de acordo com as instru¢des do folheto
informativo apropriadas e testados por meio de cultura viral com o ELVIS HSV ID e o sistema D3 Typing Test,
utilizando um procedimento da PCR/sequénciacéo para definir a interpretacdo do método de referéncia
composto para HSV-1 e HSV-2. A interpretacao do método de referéncia composto foi considerada: A)
positiva, se tanto o meio de cultura viral como o ELVIS HSV ID e o sistema D2 Typing Test ou a
PCR/sequénciacao foram positivos para o tipo de HSV (HSV-1 ou HSV-2) e B) negativa, se a
PCR/sequénciacao foi negativa para um tipo de HSV e o meio de cultura viral com o0 ELVIS HSV ID e o
sistema D3 Typing Test foi negativo (ou positivo para o outro tipo de3). Os espécimes foram testados com um
ensaio aprovado pela FDA para o HSV-1 e o HSV-2 para definir o tipo de HSV quando: A) A
PCR/sequénciacao detetou tanto o HSV-1 como o HSV-2 e B) os resultados combinados dos testes do
método de referéncia composto foram positivos para ambos os tipos de HSV.

O desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 assay na detecdo do HSV-1 e do HSV-2 foi avaliado em
espécimes/amostras recolhidos de les6es nas regiées anogenital e labial. O teste do Aptima HSV 1 & 2 assay
foi realizado em 3 laboratérios externos. Foram geradas 108 execucdes de ensaio com o Aptima HSV 1 & 2 assay;
107 (99,1%) execucdes foram validas e 1 (0,9%) foi invalida devido a um erro de hardware. Havia 1629 amostras

1 Inclui abdémen, anus, nadegas, colo do Utero, prepucio, glande do pénis/Balanus, virilha, mons pubis, pénis
(eixo), area perianal, perineo, reto, escroto, coxas uretra/orificio uretral, vagina, area vulvar e outros.

2 Inclui gengivas, labios, boca, lingua e outros.

3 0 ELVIS HSV ID e o sistema D3 Typing Test ndo conseguem detetar os espécimes co-infetados. Apenas 0s
espécimes negativos para HSV-2 podem ser tipados para HSV-1.
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processadas em execuc¢des de ensaio validas com o Aptima HSV 1 & 2 assay; 1628 (99,9%) tiveram
resultados finais validos e 1 (0,1%) teve um resultado final invalido devido a um erro de hardware (esta

amostra néo foi testada novamente por nao ter volume suficiente). Houve 7 amostras (0,4%) com resultados

iniciais invalidos; das quais, 6 foram novamente testadas e apresentaram resultados validos.

No total, 790 individuos (285 homens e 505 mulheres) foram avaliados para inclusédo nas analises de
desempenho; 544 com lesdes na regido anogenital e 246 com les@es na regido labial.

Em geral, na detecao do HSV-1 e HSV-2 em espécimes/amostras recolhidos de lesées na regido anogenital,
a sensibilidade variou de 93,4% para 98,4% e a especificidade variou de 92,8% para 99,8% (Tabelas 9 e 10).

A Tabela 9 apresenta a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo (PPV) e o valor preditivo
negativo (NPV) do Aptima HSV 1 & 2 assay na detecdo do HSV-1, e a prevaléncia do HSV-1 (com base no

método de referéncia composto) em lesGes anogenitais para cada tipo de amostra.

Tabela 9. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na Detecdo do HSV-1 em lesGes anogenitais por tipo de espécime

Tipo de Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
espécime Localizacdo daleséo N TP FP TN FN (%) (95% IC)® (95% IC)® (95% IC)*  (95% IC)*
VTM Anogenital 528 71 1 451 5! 144 93,4 99,8 98,6 98,9
(85,5-97,2) (98,8->99,9)  (93,0-100) (97,6-99,6)
Anogenital masculino 192 19 1 170 2 10,9 90,5 99,4 95,0 98,8
(71,1-97,3) (96,8-99,9)  (78,6-99,8) (96,4-99,9)
Anogenital feminino 336 52 0 281 3 164 94,5 100 100 98,9
(85,1-98,1) (98,7-100) (93,7-100) (97,1-99,8)
Esfregaco  Anogenital 531 71 2 454 42 141 94,7 99,6 97,3 99,1
Aptima com (87,1-97,9) (98,4-99,9)  (91,1-99,6) (97,9-99,8)
ST™M Anogenital masculino 192 20 2 169 1 10,9 95,2 98,8 90,9 99,4
(77,3-99,2) (95,8-99,7)  (74,5-98,7) (97,2-100)
Anogenital feminino 339 51 O 285 3 159 94,4 100 100 99,0
(84,9-98,1) (98,7-100) (93,6-100) (97,2-99,8)

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Duas amostras apresentaram resultados negativos em cultura e uma apresentou um resultado positivo em cultura para HSV, nao tipavel.
2Um espécime apresentou um resultado negativo em cultura e outro espécime um resultado positivo em cultura para HSV, néo tipavel.

3Pontuacéo IC

41C de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relagédo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a partir

do IC de 95% exato da relagéo de probabilidade negativa

A Tabela 10 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha

detecao do HSV-2, e a prevaléncia do HSV-2 (com base no método de referéncia composto) em lesdes

anogenitais para cada tipo de amostra.
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Tabela 10. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na Detegdo de HSV-2 em lesdes anogenitais por tipo de espécime

Tipo de Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
espécime Localizagédo daleséo N TP FP TN FN (%) (95% IC)® (95% IC)® (95% IC)*  (95% IC)*
VTM Anogenital 533 248 7 270 8! 48,0 96,9 97,5 97,3 97,1
(94,0-98,4) (94,9-98,8)  (94,7-98,8) (94,6-98,7)
Anogenital masculino 194 79 2 110 3 42,3 96,3 98,2 97,5 97,3
(89,8-98,7) (93,7-99,5)  (92,0-99,7) (93,0-99,4)
Anogenital feminino 339 169 5 160 5 51,3 97,1 97,0 97,1 97,0
(93,5-98,8) (93,1-98,7) (93,8-99,0) (93,4-99,0)
Esfregaco  Anogenital 535 253 20 258 42 48,0 98,4 92,8 92,7 98,5
Aptima com (96,1-99,4) (89,1-95,3)  (89,4-95,3) (96,3-99,6)
ST™ Anogenital masculino 194 79 6 106 3 42,3 96,3 94,6 92,9 97,2
(89,8-98,7) (88,8-97,5)  (86,5-97,1) (92,8-99,4)
Anogenital feminino 341 174 14 152 1 51,3 99,4 91,6 92,6 99,3
(96,8-99,9) (86,3-94,9) (88,5-95,7) (96,6-100)

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Todos as oito amostras tiveram resultados negativos em cultura.

2Todos os quatro espécimes tiveram resultados negativos em cultura.

3Pontuacéo IC

41C de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacéo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a
partir do IC de 95% exato da relacdo de probabilidade negativa

A sensibilidade na detegdo do HSV-1 em espécimes/amostras recolhidos da regido labial foi de 97,5% nos
esfregacos Aptima Multitest e 81,5% em amostras com VTM. Das 22 amostras com VTM com resultados
falsos negativos para HSV-1, 19 apresentaram resultados negativos em cultura (Tabela 13). A especificidade
na detecdo do HSV-1 foi de 88,7% em esfregacos Aptima Multitest e de 99,2% em amostras com VTM. Nove
(9) dos 14 esfregacos Aptima Multitest com resultados falsos positivos eram provenientes de 2 dos 17 centros
de colheita e de espécimes de lesdes labiais (centros 1 e 18, Tabela 17).

A Tabela 11 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao do HSV-1 e a prevaléncia do HSV-1 (com base no método de referéncia composto) em lesdes labiais
para cada tipo de amostra.

Tabela 11. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na Dete¢do do HSV-1 em les@es labiais por tipo de espécime

Tipo de espécime Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
N TP FP TN FN (%) (95% IC)3 (95% IC)3 (95% IC)*  (95% IC)*
VTM 241 97 1 121 22' 494 81,5 99,2 99,0 84,6
(73,6-87,5) (95,5-99,9) (95,0-100) (79,3-89,3)
Esfregaco Aptima 243 116 14 110 32 49,0 97,5 88,7 89,2 97,3
com STM (92,8-99,1) (81,9-93,2) (83,9-93,5) (93,1-99,4)

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Dezanove amostras apresentaram resultados negativos em cultura e uma apresentou resultado positivo em cultura para
HSV, néo tipavel.

°Todas os trés espécimes tiveram resultados negativos em cultura.

3Pontuagéo IC

4IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacédo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV
calculado a partir do IC de 95% exato da relacéo de probabilidade negativa

Como a maioria das infe¢Bes labiais por HSV sdo causadas por HSV-1, a prevaléncia de infe¢6es por HSV-2
observadas na regido labial foi bastante baixa (0,9% a 1,3%) (Tabela 12). De 235 amostras com VTM e 237
esfregacos Aptima Multitest, apenas 2 amostras com VTM e 3 esfregacos Aptima Multitest tiveram resultados
positivos com base em testes de referéncia. A sensibilidade na dete¢cdo do HSV-2 em espécimes/amostras
recolhidas da regiéo labial foi de 66,7% em esfregacos Aptima Multitest e 100% em amostras com VTM. Uma
das amostras recolhidas pelo Aptima Multitest proveniente de uma les&o labial com um resultado falso
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negativo teve um resultado negativo em cultura. Tal como descrito acima, a sensibilidade analitica na detecao
do HSV-2 utilizando espécimes artificiais da regido labial foi de 100%. A especificidade na dete¢do do HSV-2
foi de 100% em esfregacos Aptima Multitest e 100% em amostras com VTM.

A Tabela 12 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao de HSV-2 e a prevaléncia de HSV-2 (com base no método de referéncia composto) em lesdes labiais
para cada tipo de amostra.

Tabela 12. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na detec@o de HSV-2 em les6es labiais por tipo de

espécime
Tipo de espécime Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
N TP FP TN FN (%) (95% IC)? (95% IC)? (95% IC)®  (95% IC)®
VTM 235 2 0 233 0 09 100 100 100 100
(34,2-100) (98,4-100) (30,1-100) (99,3-100)
Esfregago Aptima 237 2 0 234 1' 13 66,7 100 100 99,6
com STM (20,8-93,9) (98,4-100) (29,1-100) (98,9-100)

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Esta amostra teve um resultado negativo em cultura.

2Pontuacéo IC

3IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relagéo de probabilidade positiva, IC de 95% do
NPV calculado a partir do IC de 95% exato da relacéo de probabilidade negativa

A Tabela 13 resume os resultados do ensaio Aptima HSV 1 & 2 assay discordantes com a interpretacdo do
método de referéncia composto para HSV-1.

Tabela 13. Resultados discordantes para HSV-1 entre a interpretacdo do método de referéncia composto e o Aptima HSV 1 &
2 Assay, no que respeita a localizagao da leséo e o tipo da espécime

Método de referéncia composto Resultado do
Localizagao Resultado da Resultado Aptima HSV 1
daleséo Tipo de espécime cultura PCR/sequénciagéo & 2 Assay Interpretagdo Contagem
Anogenital VTM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 1
Esfregago Aptima . . . "
com STM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 2
Labial VTM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 1
Esfregaco Aptima . . . .
com STM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 14
Anogenital VTM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 2
Esfregago Aptima . . . .
com STM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 1
Labial VTM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 19
Esfregaco Aptima . . . .
com STM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 3
Anogenital VTM N&o tipavel* Positivo Negativo Falso negativo 1
Esfregaco Aptima e a1 . . .
com STM Na&o tipavel Positivo Negativo Falso negativo 1
Labial VTM Né&o tipavel! Positivo Negativo Falso negativo
Anogenital VTM Positivo Negativo Negativo Falso negativo
Esfregaco Aptima . . . .
com STM Positivo Negativo Negativo Falso negativo 2
Labial VTM Positivo Positivo Negativo Falso negativo 2

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, VTM = amostra com VTM
1Positivo para HSV, tipo ndo determinado.
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A Tabela 14 resume os resultados do ensaio Aptima HSV 1 & 2 assay discordantes com a interpretacéo do
método de referéncia composto para HSV-2.

Tabela 14. Resultados discordantes entre a interpretacdo do método de referéncia composto e 0 Aptima HSV 1 & 2 Assay para
HSV-2, por localizagdo da lesao e tipo de espécime

Método de referéncia composto Resultado do
Localizagao Resultado da Resultado Aptima HSV 1 & 2
daleséo Tipo de espécime cultura PCR/sequénciacgao Assay Interpretagdo Contagem

Anogenital VTM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 6
HSV-1 positivo Negativo Positivo Falso positivo 1

Esfregago Aptima . . . .
com STM Negativo Negativo Positivo Falso positivo 18
HSV-1 positivo Negativo Positivo Falso positivo 2
Anogenital VTM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 8

Esfregago Aptima . . . .
com STM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 4

. Esfregaco Aptima . . . .
Labial com STM Negativo Positivo Negativo Falso negativo 1

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, VTM = amostra com VTM
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A Tabela 15 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao do HSV-1 e a prevaléncia do HSV-1 (com base no método de referéncia composto) em lesdes

anogenitais para cada tipo de amostra.

Tabela 15. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na Detecédo do HSV-1 em lesBes anogenitais por tipo de espécime e

local da colheita

Tipo de Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
espécime Centro N TP FP TN FN (%) (95% IC)* (95% IC)! (95% IC)? (95% IC)?
VTM 2 2 1 0 1 0 500 100(20,7-100) 100 (20,7-100) 100 (9,1-100) 100 (9,1-100)

3 14 1 0 13 0 71 100(20,7-100) 100 (77,2-100) 100 (6,6-100) 100 (92,8-100)

4 6 0 0 6 0 00 NC 100 (61,0-100) NC 100 (NC)

5 4 0 0 4 0 00 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)

6 32 4 0 27 1 156 80,0(37,6-96,4) 100 (87,5-100) 100 (54,6-100) 96,4 (88,3-99,9)

7 7 0 0 7 0 0,0 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)

8 67 6 0 60 1 104 857 (48,7-97,4) 100 (94,0-100) 100 (64,6-100) 98,4 (93,7-100)

9 25 0 0 25 0 00 NC 100 (86,7-100) NC 100 (NC)

10 8 0 0 8 0 0,0 NC 100 (67,6-100) NC 100 (NC)

11 193 33 0 159 1 17,6 97,1 (85,1-99,5) 100 (97,6-100) 100 (90,3-100) 99,4 (96,8-100)

12 27 12 0 15 0 444 100(75,8-100) 100 (79,6-100) 100 (78,6-100) 100 (82,5-100)

13 38 7 0 30 1 21,1 875(52,9-97,8) 100 (88,6-100) 100 (68,6-100) 96,8 (87,7-99,9)

14 4 0 0 4 0 0,0 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)

15 4 0 0 4 0 0,0 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)

17 46 3 1 41 1 87 750(30,1-954) 97,6 (87,7-99,6) 75,0 (26,3-98,8) 97,6 (92,8-99,9)

18 50 4 0 46 0 80 100(51,0-100) 100 (92,3-100) 100 (53,0-100) 100 (95,0-100)

19 1 0 0 0 0,0 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
Esfregaco 2 1 0 0 50,0 100(20,7-100) 100 (20,7-100) 100 (9,1-100) 100 (9,1-100)
Aptima 3 14 1 0 13 0 71 100(20,7-100) 100 (77,2-100) 100 (6,6-100) 100 (92,8-100)
com STM 4 5 0 0 5 0 00 NC 100 (56,6-100) NC 100 (NC)

5 3 0 0 3 0 0,0 NC 100 (43,9-100) NC 100 (NC)

6 32 4 0 27 1 156 80,0(37,6-96,4) 100 (87,5-100) 100 (54,6-100) 96,4(88,3-99,9)

7 7 0 0 7 0 00 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)

8 70 7 0 62 1 11,4 875(529-97,8) 100 (94,2-100) 100 (68,0-100) 98,4 (93,6-100)

9 26 0 0 26 0 0,0 NC 100 (87,1-100) NC 100 (NC)

100 8 0O O 8 0 00 NC 100 (67,6-100) NC 100 (NC)

11 193 32 0 160 1 17,1 97,0(84,7-99,5) 100 (97,7-100) 100 (90,0-100) 99,4 (96,9-100)

12 27 12 0 15 0 444 100(758-100) 100 (79,6-100) 100 (78,6-100) 100 (82,5-100)

13 38 7 0 30 1 21,1 875(529-97,8) 100 (88,6-100) 100 (68,6-100) 96,8 (87,7-99,9)

14 4 0 O 4 0 00 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)

15 4 0 0 4 0 00 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)

17 47 4 2 41 0 85 100(51,0-100) 95,3 (84,5-98,7) 66,7 (35,1-94,2) 100 (94,6-100)

18 50 3 0 47 0 60  100(43,9-100) 100 (92,4-100) 100 (45,1-100) 100 (95,7-100)

19 1 0 0 1 0 00 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)

Esfregago Aptima com STM = esfregago Aptima Multitest, NC = ndo calculavel, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Pontuacgéo IC

2IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacéo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a
partir do IC de 95% exato da relagéo de probabilidade negativa
Nota: Centros 1 e 16 nao incluiram individuos com lesdes categorizadas como anogenital.
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A Tabela 16 apresenta a sensibilidade, a especificidade e o PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao do HSV-2 e a prevaléncia do HSV-2 (com base no método de referéncia composto) em lesdes
anogenitais para cada tipo de amostra e local da colheita.

Tabela 16. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na Detecédo do HSV-2 em lesBes anogenitais por tipo de espécime e

local da colheita

Tipo de Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %

espécime Centro N TP FP TN FN (%) (95% IC)* (95% IC)! (95% IC)? (95% IC)?

VTM 2 2 1 0o 1 0 50,0 100 (20,7-100) 100 (20,7-100) 100 (9,1-100) 100 (9,1-100)
3 14 8 1 5 0 57,1 100 (67,6-100) 83,3 (43,6-97,0) 88,9 (67,5-99,7) 100 (63,8-100)
4 7 4 0 3 0 57,1 100 (51,0-100) 100 (43,9-100) 100 (63,7-100) 100 (51,9-100)
5 4 2 0o 2 0 50,0 100 (34,2-100) 100 (34,2-100) 100 (38,7-100) 100 (38,7-100)
6 32 15 1 16 0 46,9 100(79,6-100) 94,1(73,0-99,0) 93,8(75,5-99,8) 100 (83,7-100)
7 7 5 0o 2 0 71,4 100 (56,6-100) 100 (34,2-100) 100 (73,4-100) 100 (33,9-100)
8 66 24 1 40 1 37,9 96,0(80,5-99,3) 97,6 (87,4-99,6) 96,0 (82,5-99,9) 97,6 (88,9-99,9)
9 26 15 0 10 1 61,5 93,8(71,7-98,9) 100 (72,2-100) 100 (83,7-100) 90,9 (67,4-99,7)
10 8 3 0 5 0 37,5 100 (43,9-100) 100 (56,6-100) 100 (50,6-100) 100 (69,7-100)
11 194 94 2 94 4 50,5 95,9(90,0-98,4) 97,9(92,7-99,4) 97,9 (93,2-99,7) 95,9 (90,6-98,8)
12 29 7 0 22 0 24,1 100 (64,6-100) 100 (85,1-100) 100 (67,3-100) 100 (88,5-100)
13 38 13 0 25 O 34,2 100 (77,2-100) 100 (86,7-100) 100 (79,1-100) 100 (88,6-100)
14 4 1 0o 3 0 25,0 100 (20,7-100) 100 (43,9-100) 100 (7,3-100) 100 (65,0-100)
15 4 2 0o 2 0 50,0 100 (34,2-100) 100 (34,2-100) 100 (38,7-100) 100 (38,7-100)
17 46 22 1 22 1 50,0 95,7(79,0-99,2) 95,7 (79,0-99,2) 95,7 (81,9-99,9) 95,7 (81,9-99,9)
18 51 31 1 18 1 62,7 96,9 (84,3-99,4) 94,7 (75,4-99,1) 96,9 (86,6-99,9) 94,7 (78,4-99,8)
19 1 1 0 O 0 100,0 100 (20,7-100) NC 100 (NC) NC

Esfregaco 2 1 0o 1 0 50,0 100 (20,7-100) 100 (20,7-100) 100 (9,1-100) 100 (9,1-100)

Aptima 3 14 8 1 5 0 57,1 100 (67,6-100) 83,3 (43,6-97,0) 88,9 (67,5-99,7) 100 (63,8-100)

com STM 4 5 2 0 3 0 40,0 100 (34,2-100) 100 (43,9-100) 100 (36,2-100) 100 (57,4-100)
5 3 1 0o 2 0 33,3 100 (20,7-100) 100 (34,2-100) 100 (7,8-100) 100 (45,1-100)
6 32 15 2 15 0 46,9 100(79,6-100) 88,2 (65,7-96,7) 88,2(70,8-98,4) 100 (83,3-100)
7 7 5 0o 2 0 71,4 100 (56,6-100) 100 (34,2-100) 100 (73,4-100) 100 (33,9-100)
8 69 27 3 39 O 39,1 100 (87,5-100) 92,9 (81,0-97,5) 90,0 (76,7-97,7) 100 (92,3-100)
9 27 16 1 9 1 63,0 94,1(73,0-99,0) 90,0(59,6-98,2) 94,1(78,9-99,8) 90,0 (65,8-99,6)
10 8 3 1 4 0 37,5 100 (43,9-100) 80,0(37,6-96,4) 75,0 (37,9-99,2) 100 (62,9-100)
11 194 97 5 91 1 50,5 99,0(94,4-99,8) 94,8(88,4-97,8) 95,1(89,7-98,3) 98,9 (94,5-100)
12 29 7 1 21 O 24,1 100 (64,6-100)  95,5(78,2-99,2) 87,5 (58,2-99,6) 100 (88,4-100)
13 38 13 2 23 O 34,2 100 (77,2-100) 92,0 (75,0-97,8) 86,7 (66,6-98,2) 100 (88,4-100)
14 4 1 1 2 0 25,0 100 (20,7-100) 66,7 (20,8-93,9) 50,0(3,1-97,5) 100 (41,4-100)
15 4 1 0o 2 1 50,0 50,0 (9,5-90,5) 100 (34,2-100) 100 (7,8-100) 66,7 (24,0-98,8)
17 47 23 2 21 1 51,1 95,8(79,8-99,3) 91,3(73,2-97,6) 92,0(78,7-98,8) 95,5 (81,4-99,9)
18 51 32 1 18 O 62,7 100 (89,3-100) 94,7 (75,4-99,1) 97,0 (86,6-99,9) 100 (84,4-100)
19 1 1 0 0 0 100,0 100 (20,7-100) NC 100 (NC) NC

Esfregago Aptima com STM = esfregago Aptima Multitest, NC = ndo calculavel, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Pontuacgéo IC

2IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacéo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a
partir do IC de 95% exato da relagéo de probabilidade negativa
Nota: Centros 1 e 16 nao incluiram individuos com lesdes categorizadas como anogenital.
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Desempenho do ensaio clinico no sistema Panther

A Tabela 17 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao do HSV-1 e a prevaléncia do HSV-1 (com base no método de referéncia composto) em lesdes labiais

para cada tipo de amostra e local da colheita.

Tabela 17. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na detecéo do HSV-1 em les@es labiais por tipo de espécime e local da

FN

Prev Sensibilidade % Especificidade %

(%)

(95% IC)*

(95% IC)*

PPV %
(95% IC)?

NPV %
(95% IC)?

63,6
28,6
66,7
50,0
100,0
57,1
100,0
42,9
23,7
0,0
0,0
33,3
72,7
45,8
0,0
45,2
50,0

100 (64,6-100)
75,0 (30,1-95,4)
100 (72,2-100)
100 (34,2-100)
0,0 (0,0-79,3)
75,0 (30,1-95,4)
100 (20,7-100)
100 (43,9-100)
100 (70,1-100)
NC
NC
75,0 (30,1-95,4)
81,3 (68,1-89,8)
81,8 (52,3-94,9)
NC
50,0 (26,8-73,2)
100 (20,7-100)

100 (51,0-100)
100 (72,2-100)
100 (56,6-100)
100 (34,2-100)
NC
100 (43,9-100)
NC
100 (51,0-100)
100 (88,3-100)
100 (34,2-100)
100 (34,2-100)
100 (67,6-100)
94,4 (74,2-99,0)
100 (77,2-100)
100 (51,0-100)
100 (81,6-100)
100 (20,7-100)

100 (74,4-100)
100 (47,0-100)
100 (79,3-100)
100 (38,7-100)
NC
100 (49,2-100)
100 (NC)
100 (51,9-100)
100 (72,2-100)
NC
NC
100 (47,7-100)
97,5 (89,5-99,9)
100 (75,5-100)
NC
100 (69,7-100)
100 (9,1-100)

100 (58,0-100)
90,9 (75,5-99,7)
100 (61,8-100)
100 (38,7-100)
0,0 (NC)
75,0 (39,0-99,2)
NC
100 (63,7-100)
100 (90,6-100)
100 (NC)
100 (NC)
88,9 (70,7-99,7)
65,4 (51,7-79,4)
86,7 (69,5-98,1)
100 (NC)
70,8 (61,2-84,1)
100 (9,1-100)

colheita

Tipo de

espécime Centro N TP FP TN

VTM 1 11 7 0 4
3 14 3 0 10
4 15 10 O 5
5 4 2 0 2
7 1 0 0 0
8 7 3 0 3
9 1 1 0 0
10 7 3 0 4
11 38 9 0 29
12 2 0 0 2
13 2 0 0 2
14 12 3 0 8
15 66 39 1 17
16 24 9 0 13
17 4 0 0 4
18 31 7 0 17
19 2 1 0 1

Esfregaco 1 12 7 4 1

Aptima 3 14 4 1 9

com STM 4 15 10 0 5
5 4 2 0 2
7 1 1 0 0
8 7 4 0 3
9 1 1 0 0
10 7 3 0 4
11 39 9 0 30
12 1 0 0 1
13 2 0 0 2
14 11 2 1 7
15 66 46 2 16
16 25 11 1 13
17 4 0 0 4
18 32 15 5 12

19 2 1 0 1

O OO NPFPF OO0OO0OO0OOO0OO0OO0OO0ODO0ODO0ODO0ODONODNOPFP,P OO OOOPRFR, PP OOLPRFRO

0

58,3
28,6
66,7
50,0
100,0
57,1
100,0
42,9
23,1
0,0
0,0
27,3
72,7
44,0
0,0
46,9
50,0

100 (64,6-100)
100 (51,0-100)
100 (72,2-100)
100 (34,2-100)
100 (20,7-100)
100 (51,0-100)
100 (20,7-100)
100 (43,9-100)
100 (70,1-100)

NC

NC
66,7(20,8-93,9)
95,8 (86,0-98,8)
100 (74,1-100)

NC
100 (79,6-100)
100 (20,7-100)

20,0 (3,6-62,4)
90,0 (59,6-98,2)
100 (56,6-100)
100 (34,2-100)
NC
100 (43,9-100)
NC
100 (51,0-100)
100 (88,6-100)
100 (20,7-100)
100 (34,2-100)
87,5 (52,9-97,8)
88,9 (67,2-96,9)
92,9 (68,5-98,7)
100 (51,0-100)
70,6 (46,9-86,7)
100 (20,7-100)

63,6 (50,6-83,2)
80,0 (43,1-99,4)
100 (79,3-100)
100 (38,7-100)
100 (NC)
100 (63,7-100)
100 (NC)
100 (51,9-100)
100 (72,2-100)
NC
NC
66,7 (18,4-98,3)
95,8 (88,4-99,4)
91,7 (69,9-99,8)
NC
75,0 (61,2-89,5)
100 (9,1-100)

100 (6,8-100)
100 (79,8-100)
100 (61,8-100)
100 (38,7-100)
NC
100 (51,9-100)
NC
100 (63,7-100)
100 (90,8-100)
100 (NC)
100 (NC)
87,5 (69,0-99,5)
88,9 (71,0-98,3)
100 (81,5-100)
100 (NC)
100 (80,6-100)
100 (9,1-100)

Esfregago Aptima com STM = esfregago Aptima Multitest, NC = ndo calculavel, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM
Nota: Centros 2 e 6 ndo incluiram individuos com lesdes categorizadas como labial.

1Pontuacgéo IC

2IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacéo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a
partir do IC de 95% exato da relagéo de probabilidade negativa
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A Tabela 18 apresenta a sensibilidade, a especificidade e 0 PPV e NPV do Aptima HSV 1 & 2 assay ha
detecao do HSV-2 e a prevaléncia do HSV-2 (com base no método de referéncia composto) em lesdes labiais

para cada tipo de amostra e local da colheita.

Tabela 18. Desempenho clinico do Aptima HSV 1 & 2 Assay na detecéo do HSV-2 em les@es labiais por tipo de espécime e local da

colheita
Tipo de Prev Sensibilidade % Especificidade % PPV % NPV %
espécime Centro N TP FP TN FN (%) (95% IC)* (95% IC)* (95% IC)? (95% IC)?
VTM 1 11 0 0 11 0 0,0 NC 100 (74,1-100) NC 100 (NC)
3 14 1 0 13 0 71 100 (20,7-100) 100 (77,2-100) 100 (6,6-100) 100 (92,8-100)
4 13 0 0 13 0 0,0 NC 100 (77,2-100) NC 100 (NC)
5 4 0 0 4 0 00 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)
7 1 0 0 1 0 0,0 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
8 7 0 0 7 0 0,0 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)
9 1 0 0 1 0 00 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
10 7 0 0 7 0 00 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)
11 38 0 0 38 0 0,0 NC 100 (90,8-100) NC 100 (NC)
12 2 0 0 2 0 0,0 NC 100 (34,2-100) NC 100 (NC)
13 2 0 0 2 0 00 NC 100 (34,2-100) NC 100 (NC)
14 12 1 0 11 0 83 100(20,7-100) 100 (74,1-100) 100 (6,6-100) 100 (91,5-100)
15 63 0 0 63 0 0,0 NC 100 (94,3-100) NC 100 (NC)
16 24 0 0 24 0 0,0 NC 100 (86,2-100) NC 100 (NC)
17 4 0 0 4 0 00 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)
18 30 0 O 30 0 00 NC 100 (88,6-100) NC 100 (NC)
19 2 0 0 2 0 0,0 NC 100 (34,2-100) NC 100 (NC)
Esfregaco 1 2 0 0 12 0 00 NC 100 (75,8-100) NC 100 (NC)
Aptima 3 14 1 0 13 0 7,1 100(20,7-100) 100 (77,2-100) 100 (6,6-100) 100 (92,8-100)
com STM 4 13 0 0 13 0 00 NC 100 (77,2-100) NC 100 (NC)
5 4 0 0 4 0 0,0 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)
7 1 0 0 1 0 00 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
8 7 0 0 7 0 00 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)
9 1 0 0 1 0 0,0 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
10 7 0 0 7 0 0,0 NC 100 (64,6-100) NC 100 (NC)
11 39 0 0 38 1 26  00(00-793) 100 (90,8-100) NC 97,4 (96,8-99,9)
12 1 0 0 1 0 00 NC 100 (20,7-100) NC 100 (NC)
13 0 0 2 0 0,0 NC 100 (34,2-100) NC 100 (NC)
4 11 1 0 10 O 91 100 (20,7-100) 100 (72,2-100) 100 (6,7-100) 100 (90,6-100)
15 63 0 0 63 0 00 NC 100 (94,3-100) NC 100 (NC)
16 25 0 0 25 0 00 NC 100 (86,7-100) NC 100 (NC)
17 4 0 0 4 0 0,0 NC 100 (51,0-100) NC 100 (NC)
18 31 0 0 31 0 0,0 NC 100 (89,0-100) NC 100 (NC)
19 2 0 0 2 0 00 NC 100 (34,2-100) NC 100 (NC)

Esfregago Aptima com STM = esfregago Aptima Multitest, NC = ndo calculavel, Prev = prevaléncia, VTM = amostra com VTM

1Pontuacgéo IC

2IC de 95% do PPV calculado a partir do IC de 95% exato para a relacéo de probabilidade positiva, IC de 95% do NPV calculado a
partir do IC de 95% exato da relagéo de probabilidade negativa
Nota: Centros 2 e 6 ndo incluiram individuos com les@es categorizadas como labial.
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Intervalo de referéncia e valores esperados

Prevaléncia

A prevaléncia do HSV-1 e HSV-2 em diferentes populacdes depende de fatores de risco dos pacientes, tais
como a idade, o estilo de vida e a sensibilidade do teste na detecéo da infecdo. A Tabela 19 apresenta um
resumo da prevaléncia do HSV-1 e HSV-2, por tipo de amostra e grupo etario, tal como determinado pelo
Aptima HSV 1 & 2 assay no estudo de desempenho clinico.

Tabela 19. Positividade do Aptima HSV 1 & 2 Assay por categoria da localizacéo da lesdo e grupo etario®

%Prevaléncia (# positivo/# testado)
Amostracom VTM Espécimes de esfregago Aptima Multitest

Localizagcdo da leséo
Grupo etario
Todos os locais de lesdo

HSV-1 Positivo HSV-2 Positivo HSV-1 Positivo HSV-2 Positivo

Todas as idades

21,9 (170/778)

33,0 (257/778)

26,0 (203/782)

35,3 (276/782)

<2 anos 40,0 (2/5) 0,0 (0/5) 40,0 (2/5) 0,0 (0/5)

2 a 11 anos 30,8 (4/13) 0,0 (0/13) 50,0 (7/14) 0,0 (0/14)
12 a 21 anos 21,5 (23/107) 40,2 (43/107) 24,8 (27/109) 42,2 (46/109)
22 a 30 anos 18,9 (63/334) 36,8 (123/334) 21,4 (72/337) 39,5 (133/337)
31 a 40 anos 20,7 (30/145) 33,8 (49/145) 27,3 (39/143) 35,7 (51/143)
41 a 50 anos 22,7 (17/75) 26,7 (20/75) 25,7 (19/74) 28,4 (21/74)
51 a 60 anos 30,9 (21/68) 22,1 (15/68) 37,7 (26/69) 24,6 (17/69)
> 60 anos 32,3 (10/31) 22,6 (7/31) 35,5 (11/31) 25,8 (8/31)

Lesdes anogenitais

Todas as idades

13,4 (72/537)

47,5 (255/537)

13,5 (73/539)

50,8 (274/539)

< 2 anos 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1)

2 a1l anos 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1) 0,0 (0/1)
12 a 21 anos 20,7 (17/82) 52,4 (43/82) 20,2 (17/84) 54,8 (46/84)
22 a 30 anos 14,2 (38/268) 45,5 (122/268) 14,4 (39/270) 48,9 (132/270)
31 a 40 anos 11,5 (12/104) 47,1 (49/104) 12,6 (13/103) 49,5 (51/103)
41 a 50 anos 9,1 (4/ 44) 45,5 (20/44) 4,8 (2/42) 50,0 (21/42)
51 a 60 anos 3,7 (1/ 27) 51,9 (14/27) 7,1 (2/28) 57,1 (16/28)
> 60 anos 0,0 (0/10) 70,0 (7/10) 0,0 (0/10) 80,0 (8/10)

Lesdes labiais

Todas as idades 40,7 (98/241) 0,8 (2/241) 53,5 (130/243) 0,8 (2/243)
< 2 anos 50,0 (2/4) 0,0 (0/4) 50,0 (2/4) 0,0 (0/4)

2 a1l anos 33,3 (4/12) 0,0 (0/12) 53,8 (7/13) 0,0 (0/13)
12 a 21 anos 24,0 (6/25) 0,0 (0/25) 40,0 (10/25) 0,0 (0/25)
22 a 30 anos 37,9 (25/66) 1,5 (1/66) 49,3 (33/67) 1,5 (1/67)
31 a 40 anos 43,9 (18/41) 0,0 (0/41) 65,0 (26/40) 0,0 (0/40)
41 a 50 anos 41,9 (13/31) 0,0 (0/31) 53,1 (17/32) 0,0 (0/32)
51 a 60 anos 48,8 (20/41) 2,4 (1/41) 58,5 (24/41) 2,4 (1/41)
> 60 anos 47,6 (10/21) 0,0 (0/21) 52,4 (11/21) 0,0 (0/21)

INenhum individuo foi positivo nos resultados do Aptima HSV 1 & 2 assay, tanto para HSV-1 como para HSV-2.

Aptima Herpes Simplex Viruses 1 & 2 Assay

31

AW-15346-601 Rev. 004



Desempenho do ensaio clinico no sistema Panther Aptima™

Valores preditivos positivos e negativos para taxas de prevaléncia hipotéticas

A Tabela 20 apresenta os valores preditivos positivos e negativos (PPV e NPV) estimados com o Aptima HSV
1 & 2 assay na detecdo do HSV-1 e HSV-2 em diferentes taxas de prevaléncia hipotéticas para cada tipo de
espécime. Estes calculos baseiam-se na sensibilidade e na especificidade globais calculadas para cada tipo
de espécime, tal como foi determinado no estudo de desempenho clinico.

Tabela 20. PPV e NPV hipotéticos na detegdo do HSV-1 e HSV-2 por categoria do tipo de espécime
e localizacéo da leséo

HSV-1 HSV-2
Tipo de Localizagdo Prevaléncia PPV NPV PPV NPV
espécime daleséo (%) (%) (%) (%) (%)
Amostra com VTM Anogenital 1 81,0 99,9 27,9 100
2 89,6 99,9 43,9 99,9
5 95,7 99,7 66,9 99,8
10 97,9 99,3 81,0 99,6
20 99,1 98,4 90,6 99,2
30 99,5 97,3 94,3 98,6
40 99,6 95,8 96,2 97,9
50 99,8 93,8 97,5 96,9
Labial 1 50,1 99,8 100 100
2 67,0 99,6 100 100
5 84,0 99,0 100 100
10 91,7 98,0 100 100
20 96,1 95,5 100 100
30 97,7 92,6 100 100
40 98,5 88,9 100 100
50 99,0 84,3 100 100
Esfregaco Aptima Anogenital 1 68,6 99,9 12,1 100
com STM 2 81,5 99,9 21,8 100
5 91,9 99,7 41,9 99,9
10 96,0 99,4 60,3 99,8
20 98,2 98,7 77,4 99,6
30 98,9 97,8 85,4 99,3
40 99,3 96,6 90,1 98,9
50 99,5 94,9 93,2 98,4
Labial 1 8,0 100 100 99,7
2 15,0 99,9 100 99,3
5 31,2 99,9 100 98,3
10 49,0 99,7 100 96,4
20 68,3 99,3 100 92,3
30 78,7 98,8 100 87,5
40 85,2 98,1 100 81,8
50 89,6 97,2 100 75,0

Esfregaco Aptima com STM = esfregaco Aptima Multitest, VTM = amostra com VTM
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Distribuicdo TTimes para os controlos positivos do Aptima HSV 1 & 2 Assay

A Tabela 21 apresenta a distribuicdo dos valores TTime para o controlo positivo Aptima HSV 1 & 2 assay a
partir de todas as execuc@es de ensaio Aptima HSV 1 & 2 assay vdlidas, realizadas durante o estudo de
desempenho clinico.

Tabela 21. Distribuicdo do TTimes para os controlos
positivos do Aptima HSV 1 & 2 Assay

TTime
Estatisticas HSV-1 HSV-2
N 107 107
Média 20,03 22,01
Mediana 19,8 21,7
DP 1,198 1,612
CV (%) 6,0 7.3
Minima 18,1 19,5
Méaxima 22,9 26,2

CV = coeficiente de variacdo, DP = desvio padrédo
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