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Obecné informace

Uréené pouziti
Aptima HPV Assay (Test Aptima HPV) je cilovy amplifikaéni test sondy nukleové kyseliny pro
in vitro kvalitativni detekci E6/E7 virové mediatorové RNA (mRNA) ze 14 vysoce rizikovych

typa lidského papillomaviru (HPV) (16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68). Aptima HPV
Assay nerozliSuje mezi 14 vysoce rizikovymi typy.

» Aptima HPV Assay je indikovan k pouziti pfi screeningu pacientek s vysledkem Pap
testu ASC-US (atypické dlazdicové buriky neuréeného vyznamu) k uréeni, zda je
potfebné kolposkopické vySetieni. Vysledky testu nejsou urceny ke zjisténi
nepotfebnosti kolposkopie pro zeny.

» Aptima HPV Assay Ize pouzit jako adjuvantni vySetfeni (kombinované testovani
,Co-testing“) k cervikalni cytologii pro posouzeni pfitomnosti nebo nepfitomnosti vysoce
rizikovych typt HPV. Tyto informace spolu s Iékafovym posouzenim historie cytologie,
dalSich rizikovych faktorll a oborovych predpist Ize pouzit jako voditko pfi terapii
pacientky.

« Aptima HPV Assay |ze pouzit jako prvotni screeningovy test, ve spojeni s cervikalni
cytologii Ci bez ni, k uréeni Zen se zvySenym rizikem vzniku rakoviny délozniho Cipku
nebo ohroZenych jinym zavaznym onemocnénim. Tyto informace spolu s Iékafovym
posouzenim historie screeningu pacientky, dalSich rizikovych faktor( a oborovych
predpisl Ize pouzit jako voditko pfi terapii pacientky.

Cervikalni vzorky pro Pap test odebrané do lahviéek ThinPrep™ obsahujicich roztok
PreservCyt" Ize analyzovat pomoci Aptima HPV Assay pfed zpracovanim Pap i po ném, coz
plati i pro cervikalni vzorky odebrané pomoci soupravy pro odbér a pfepravu vzork Aptima.
Tento test Ize pouzit k testovani vzorku systémy pfimého odbéru do zkumavek (Direct Tube
Sampling — DTS), a to bud systémem Tigris DTS, nebo systémem Panther. Cervikalni vzorky
odebrané s pouzitim konzervacniho roztoku SurePath Ize testovat pomoci Aptima HPV
Assay v systému Tigris DTS nebo Panther.

Souhrn a vysvétleni testu

Rakovina délozniho €ipku je jednim z nej¢astéjSich druhd rakoviny u Zzen na svété. HPV je
patogenni agens, které je zodpovédné za vice nez 99% vSech pfipadl rakoviny délozniho
Cipku."** HPV je béZny pohlavné pfenosny DNA virus skladajici se z vice nez 100
genotypa.*

Virovy genom HPV je dvojfetézcova kruhova DNA v délce pfiblizné 7900 parid. Genom ma
osm prekryvajicich se otevienych &tecich ramcl. Sklada se ze Sesti ranych genu (E), dvou
pozdnich gent (L) a jedné dlouhé kontrolni oblasti bez translace. Geny L1 a L2 kéduji hlavni
a vedlejSi proteinové kapsidy. Rané geny reguluji replikaci viru HPV. Geny E6 a E7 z vysoce
rizikovych genotypu HPV jsou znamé onkogeny. Proteiny z E6/E7 polycistronické mRNA
méni funkce bunééného proteinu p53 a proteinu retinoblastomu, coz vede k naruseni
kontrolnich bodu buné&cného cyklu a nestabilité genomu buriky.* ¢

Ctrnact HPV genotypu je povaZzovano za patogenni nebo vysoce rizikové pro onemocnéni
délozniho €ipku.” Nékolik studii propojilo genotypy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 a 68 s progresi onemocnéni.>**U pacientek s pretrvavajici infekci nékterym z téchto
typU hrozi zvySené riziko rozvoje zavazné dysplazie nebo cervikalniho karcinomu.™®

Infekce HPV jsou velmi Casté a vétSina zZen se zbavi infekci HPV do 6 az 12 mésicu.® "
Pfitomnost nukleové kyseliny HPV je$té neznamena pfitomnost cervikalni dysplazie nebo
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rakoviny délozniho &ipku. Uginny piistup k detekci cervikalniho onemocnéni véak znamena
zameéfit tyto onkogenni elementy HPV, které napomahaji pretrvavajici virové infekci
a bunécné transformaci.’

Klinicka uc¢innost Aptima HPV Assay pfi primarnim screeningu rakoviny délozniho Cipku

Klinicka ucinnost Aptima HPV Assay pfi pouziti v primarni screeningové modalité byla
zkoumana v nékolika studiich nezavislymi vyzkumniky. Tfinact recenzovanych publikaci™ ****
s e a8 19,202,223 7 deseti samostatnych klinickych studii informuje o ucinnosti Aptima HPV
Assay pfi primarnim screeningu u Zen v deviti zemich (Cina, Kanada, Francie, Mexiko,
Anglie, Dansko, Nizozemsko, USA a Némecko). Data z téchto studii ukazuji, ze Aptima HPV
Assay dosahuje srovnatelné klinické u€innosti jako jiné klinicky ovérené testy HPV pouzité pfi
primarnim screeningu prekarcinomu a karcinomu délozniho &ipku.

Principy metody

Aptima HPV Assay se sklada ze tfi hlavnich krok(, které probihaji v jedné zkumavce:
technologie zachytu cile, amplifikace cile pomoci transkripci mediované amplifikace (TMA),*
a detekce produktt amplifikace (amplikon) pomoci testu ochrany hybridizaci (HPA).* Test
zahrnuje vnitfni kontrolu (IC) pro sledovani zachyceni, amplifikaci a detekci nukleové kyseliny
a rovnéz chyb operatora nebo pfistroje.

Vzorky jsou odebrany nebo pfeneseny do zkumavky obsahujici roztok pro pfepravu vzorkd
(STM), ktera lyzuje bunky, uvolfiuje mRNA a chrani pfed degradaci b&éhem skladovani. PFi
Aptima HPV Assay se ze vzorku izoluje cilova mRNA pomoci zachytovych oligomeru, které
jsou spojeny s magnetickymi mikroasticemi. Zachytové oligomery obsahuji sekvence
komplementarni ke konkrétnim oblastem cilovych molekul mMRNA HPV, stejné jako fetézec
deoxyadenosinovych zbytkl. BEhem kroku hybridizace se oblasti specifické pro sekvence
zachytovych oligomer( vazi na specifické oblasti cilové molekuly mRNA HPV. Komplex
zachytovy oligomer:cil je potom z roztoku vychytavan snizenim teploty reakce na pokojovou
teplotu. Toto snizeni teploty umoziuje hybridizaci mezi deoxyadenosinovou oblasti na
zachytovych oligomerech a polydeoxythimidinovymi molekulami, které jsou kovalentné
pfipojeny k magnetickym €asticim. Mikro¢astice v€etné zachycenych cilovych molekul mRNA
HPV, které jsou na né navazané, jsou pomoci magnetl zatazeny ke strané zkumavky, kde
dojde k odsani supernatantu. Castice se promyji, aby se odstranila rezidua matrice vzorku,
ktera mohou obsahovat inhibitory amplifikace.

Po dokonceni zachyceni cile je mMRNA HPV amplifikovana pomoci TMA (metody amplifikace
nukleové kyseliny zaloZzené na transkripci), kterd vyuziva dva enzymy, reverzni MMLV
transkriptazu a T7 polymerazu RNA. Reverzni transkriptaza se pouziva k vytvoreni kopie
DNA sekvence cilové mRNA obsahujici sekvenci promotoru pro RNA polymerazu T7. RNA
polymeraza T7 produkuje vice kopii RNA amplikonu z kopie DNA templatu.

Detekce amplikonu je dosazeno metodou HPA vyuzivajici jednofetézcové sondy nukleové
kyseliny s chemoluminiscenénim znacenim, které jsou komplementarni k amplikonu. Znacené
sondy nukleové kyseliny hybridizuji specificky k amplikonu. Selekéni reagencie diferencuiji
mezi hybridizovanymi a nehybridizovanymi sondami pomoci inaktivace znaceni na
nehybridizovanych sondach. V prabéhu detekce se svétlo vyzafované z oznacenych hybridu
RNA:DNA méfi v luminometru jako fotonové signaly zvané relativni svételné jednotky
(Relative Light Units — RLU). Kone¢né vysledky testu se interpretuji na zakladé poméru
signalu analytu ku cutoff (S/CO).
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Ke kazdé reakci se pfidava vnitfni kontrola (IC) prostfednictvim reagencie pro zachyceni cile.
IC monitoruje zachyceni cile, amplifikaci a detekéni kroky testu. Signal IC je pfi kazdé reakci
odliSen od signalu HPV podle odliSné kinetiky emise svétla ze sond s riznym znacenim.*
Amplikon specificky pro IC je detekovan sondou s rychlou emisi svétla (flasher). Amplikon
specificky pro HPV je detekovan pomoci sond s relativné pomalejSi kinetikou emise svétla
(glower). Dvojity kineticky test (DKA) je metoda pouzivana k rozliSeni mezi signaly znacek
flasherl a glowera.*

Varovani a bezpe¢nostni opatreni

A.
B.

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

DalSi specificka varovani a bezpecnostni opatfeni najdete v navodech k obsluze systému
Tigris DTS a systému Panther.

Souvisejici s laboratori

C.
D.

Pouzivejte pouze dodané nebo specifikované jednorazové laboratorni materialy.

Dodrzujte bézna laboratorni bezpecnostni opatfeni. V urCenych pracovnich prostorech
nejezte, nepijte ani nekurte. PFfi manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy pouzivejte
jednorazové rukavice bez talku, ochranu o€i a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky
a s reagenciemi soupravy si dikladné umyjte ruce.

Varovani: Drazdivé latky a ziraviny: Zamezte styku reagencie Auto Detect 2 s klzi,
oCima a sliznicemi. Pokud se tato kapalina dostane do styku s kUzi nebo o€ima, omyjte
postizenou oblast vodou. Dojde-li k rozliti této kapaliny, zfedte rozlitou kapalinu vodou a
pak ji vytfete dosucha.

Pracovni povrchy, pipety a jiné vybaveni musi byt pravidelné dekontaminovany pomoci
2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztoku chlornanu sodného. Vice informaci viz Testovaci
postup systému Tigris DTS nebo Testovaci postup systému Panther DTS.

Souvisejici se vzorkem

G. Béhem prepravy a skladovani vzork(l udrzujte spravné teplotni podminky, abyste zarudili

neporuSenost vzork(. Stabilita vzork(l za pfepravnich a skladovacich podminek jinych nez
doporucenych nebyla vyhodnocena.

Data exspirace uvedena na soupravach a zkumavkach pro odbér/transport vzorkl se
vztahuji na misto odbéru/transportu, a nikoli na testovaci zafizeni. Vzorky odebrané/
pfenesené kdykoli pfed datem exspirace jsou platné pro testovani, pokud byly
prepravovany a skladovany podle pfisludné pfibalové informace, a to i v pfipadé,

Ze uplynula uvedena doba exspirace.

Vzorky mohou byt infekéni. Pfi provadéni tohoto testu dodrzujte obecna bezpeénostni
opatfeni. Vedouci laboratofe stanovuje nalezité metody manipulace a likvidace. Tento
postup sméji provadét pouze osoby nalezité vySkolené v nakladani s infek&nimi materialy.

Bé&hem manipulace se vzorkem zamezte zkfizené kontaminaci. Zajistéte, aby se nadoby
se vzorky vzajemné nedotykaly, a pouzité materialy zlikvidujte, aniz byste je pfenaseli
nad otevienymi nadobami. Vyménte si rukavice, pokud se dostanou do styku se vzorky.
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K.

Pfi propichnuti mlze za urcitych podminek z vicka zkumavky uniknout kapalina. Vice
informaci viz Testovaci postup systému Tigris DTS nebo Testovaci postup systému
Panther DTS.

Vzorky odebrané s pouzitim konzervaéniho roztoku ThinPrep nebo soupravy pro odbér
a prepravu vzorkd (CSCT) je nutno odmitnout, pokud byl ve zkumavce na vzorky
ponechan odbérovy prostfedek.

. Vzorky odebrané s pouzitim konzervaéniho roztoku SurePath je nutno odmitnout, pokud

byl v lahvi€ce ponechan odbérovy prostiedek.

Souvisejici s testem

N.

0.

Skladujte reagencie pfi stanovenych teplotach. Uginnost testu miize byt ovlivnéna
pouzitim nespravné skladovanych reagencii.

Vyhnéte se mikrobialni a ribonukledzové kontaminaci reagencii.
Soupravu nepouzivejte po datu exspirace.

Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie nebo kalibratory testu ze souprav
s riznymi Gisly Sarzi.

Kapaliny testu Aptima, reagencie Auto Detect Aptima, konzervacni roztoky systému Aptima
(Specifické pro systém DTS) a kontroly Aptima HPV Assay (Specifické pro systém DTS)
nejsou soucasti hlavni 8arZe; Ize pouzit libovolnou SarZi.

K dosazeni presnych vysledkl testu je nezbytné dikladné promichani reagencii testu.

Je nutno pouzit Spic¢ky s hydrofobnimi zatkami.

. Nékteré reagencie v této soupravé jsou oznaceny symboly rizik a symboly bezpecnosti.

Poznamka: Informace o nebezpecénosti odpovidaji klasifikaci EU v bezpecnostnich
listech (SDS). Informace o nebezpecnosti, které jsou specifické pro vas region, naleznete
v knihovné bezpecénostnich listt (Safety Data Sheet Library) specifickych pro oblasti
(SDS) na www.hologicsds.com.

Informace EU o nebezpecnosti

Selekéni reagencie

BORIC ACID 1 - 5%

Hydroxid sodny < 1%

VAROVANI

H315 — Drazdi kuzi

H319 — Zpusobuje vazné podrazdéni oci

Reagencie pro zachyt cile (Target Capture Reagent)
EDTA 1 - 5%

H411 — Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi G¢inky

P273 — Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostredi

P280 — Pouzivejte ochranné bryle/obli¢ejovy §tit
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Pozadavky na skladovani reagencii a manipulaci s nimi

NepouZivejte reagencie po datu exspirace uvedeném na lahvi¢kach. Nize naleznete dalsi
pokyny pro skladovani.

A. Nasledujici reagencie jsou stabilni pfi uchovavani po pfijeti pfi teploté 2 az 8 °C
(v chladnicce):
Amplifikacni reagencie HPV
Enzymova reagencie HPV
Reagencie sondy HPV
Reagencie vnitfni kontroly HPV
Pozitivni kalibratory a negativni kalibratory HPV
Pozitivni kontroly a negativni kontroly HPV (pouze systém Tigris DTS)

B. Nasledujici reagencie jsou stabilni pfi uchovavani pfi teploté 15 az 30 °C (pokojové teploté):
Rekonstituéni roztok pro amplifikaci HPV
Rekonstituéni roztok pro enzymy HPV
Rekonstitu¢ni roztok pro sondy HPV
Reagencie pro zachyceni cile HPV
Selekéni reagencie HPV
Promyvaci roztok
Olejova reagencie
Pufr pro deaktivacni kapalinu
Reagencie Auto Detect 1
Reagencie Auto Detect 2
Konzervacni roztoky systému Aptima (pouze systém Tigris DTS)
C. Po rekonstituci jsou nasledujici reagencie stabilni po dobu 30 dn(, pokud jsou
uchovavany pfi teploté 2 az 8 °C:
Amplifikacni reagencie HPV
Enzymova reagencie HPV
Reagencie sondy HPV

D. Pracovni reagencie zachyceni cile (WTCR) je stabilni po dobu 30 dnd, pokud je
uchovavana pfi teploté 15 az 30 °C. Neukladejte do chladnicky.

E. VesSkeré nepouzité rekonstituované reagencie a wTCR zlikvidujte po 30 dnech nebo
po uplynuti doby pouzitelnosti hlavni Sarze, dle toho, co nastane dfive.

F. Reagencie Aptima HPV Assay skladované uvnitf systému Tigris DTS jsou stabilni
po kumulativni dobu 48 hodin.

G. Reagencie Aptima HPV Assay skladované uvnitf systému Panther jsou stabilni
po kumulativni dobu 72 hodin.

H. Reagencie sondy i rekonstituované reagencie sondy jsou fotosenzitivni. Reagencie
uchovavejte chranéné pred svétlem.

I. Reagencie nezmrazujte.
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Odbér a uchovavani vzorku
A. Odbér a zpracovani vzorku
Vzorky v konzervacénim roztoku ThinPrep

1. Cervikalni vzorky pro Pap test odebirejte do lahvi¢ek ThinPrep s roztokem PreservCyt
pomoci odbérovych prostfedku typu stéte¢ek nebo cytobrush/spatula podle pokynu
vyrobce.

2. Prted zpracovanim pomoci ThinPrep 2000 Systému, ThinPrep 3000 Systému, ThinPrep
5000 procesoru nebo ThinPrep 5000 procesoru s automatickym davkovacem Autoloader,
pripadné po ném, preneste 1 ml vzorku odebraného s pouzitim konzervacniho roztoku
ThinPrep do transferové zkumavky na vzorek Aptima dle pokynu v pfibalové informaci
soupravy pro transport vzork( Aptima.

Vzorky v konzervacénim roztoku SurePath
1. Pomoci konzervacniho roztoku SurePath odebirejte vzorek podle navodu k pouziti Pap
testu SurePath nebo systému PrepStain.

2. Vzorek odebrany pomoci konzervaéniho roztoku SurePath pfeneste do transferové
zkumavky na vzorek Aptima dle pokynu v pfibalové informaci soupravy pro transport
vzorkd Aptima.

Vzorky v soupravé pro odbér a transport cervikalnich vzorki Aptima
Vzorek odeberte podle navodu k pouziti soupravy Aptima CSCT.

B. Preprava a skladovani pfed testovanim
Vzorky v konzervacnim roztoku ThinPrep

1. Vzorky v konzervacnim roztoku ThinPrep transportujte pfi teploté 2 az 30 °C.
2. Vzorky je nutno prenést do transferové zkumavky na vzorek Aptima do 105 dnli od odbéru.

3. Pred pfenesenim je nutno vzorky v konzerva¢nim roztoku ThinPrep skladovat pfi
teploté 2 az 30 °C, pfi teplotach nad 8 °C maximalné 30 dnu.

4. Vzorky v konzervacnim roztoku ThinPrep pfenesené do transferové zkumavky na
vzorek Aptima Ize skladovat pfi teploté 2 az 30 °C po dobu 60 dn(.

5. Pokud je zapotfebi del§i skladovani, vzorky v konzervaénim roztoku ThinPrep nebo
vzorky v konzervacnim roztoku ThinPrep rozpusténé v transferové zkumavce na vzorek
Ize skladovat pfi teploté -20 °C nebo nizsi po dobu 24 mésicu.

Vzorky v konzervacnim roztoku SurePath

1. Vzorky v konzervacnim roztoku SurePath transportujte pfi teploté 2 az 25 °C.

2. Vzorky je nutno pfenést do transferové zkumavky na vzorek Aptima do 7 dnu od
odbéru.

3. Pred pfenosem je nutno vzorky v konzervaénim roztoku SurePath skladovat pfi teploté
2az25°C.
4. Vzorky v konzervacnim roztoku SurePath pfenesené do transferové zkumavky na
vzorek Aptima Ize skladovat pfi teploté 2 az 25 °C po dobu 7 dnu.
Vzorky v soupravé pro odbér a transport cervikalnich vzork( Aptima

1. Vzorky transportujte a skladujte pfi teploté 2 az 30 °C po dobu 60 dni.

2. Pokud je zapotfebi delSi skladovani, vzorky v transportni soupravé Ize skladovat pfi
teploté -20 °C nebo nizsi po dobu 24 mésicu.
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C. Osetreni vzorkd v konzervaénim roztoku SurePath

Poznamka: Pred testovanim pomoci Aptima HPV Assay je tfeba vzorky v konzervaénim
roztoku SurePath oSetfit pomoci transportniho roztoku Aptima.

1. Transportni roztok Aptima

OSetfené vzorky lze pred testovanim pomoci Aptima HPV Assay skladovat pfi teploté
2 az 8 °C po dobu 17 dnll. Vice podrobnosti najdete v pfibalovém letaku soupravy
pro transport vzorkd Aptima.

D. Uchovavani vzork( po testovani

1. Vzorky musi byt po probéhnuti testu ulozeny vertikalné ve stojanu.
2. Zkumavky se vzorky musi byt zakryty novou Cistou plastovou nebo féliovou bariérou.

3. Pokud je tfeba testované vzorky zmrazit nebo pfepravit, odstraite ze zkumavky na
vzorek propichovaci uzavér a nahradte jej novym nepropichovacim uzavérem. Pokud
je tfeba vzorky pfepravit k testovani v jiném zafizeni, musi byt zachovany specifikované
teploty. Pfed odzatkovanim dfive testovanych a znovu uzavienych vzork je tfeba
zkumavku na vzorek odstfedovat po dobu 5 minut pfi relativni odstfedivé sile (RCF)
420, aby veskera kapalina stekla az na dno zkumavky.

Poznamka: Vzorky musi byt pfepravovany v souladu s pfislusnymi narodnimi a
mezinarodnimi pfedpisy o prepravé.
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Systém Tigris DTS

Systém Tigris DTS

Reagencie pro Aptima HPV Assay pro systém Tigris DTS jsou uvedeny nize. Vedle
jednotlivych nazvl reagencii jsou také uvedeny identifikacni symboly reagencii.

Dodavané reagencie a materialy
Souprava Aptima HPV Assay, 250 testu, kat. €. 302611 (4 krabice)

Kalibratory a kontroly Ize zakoupit samostatné. Viz katalogova Cisla jednotlivych krabic nizZe.

Chladici box Aptima HPV
(po prijeti skladujte pri teploté 2 az 8 °C)

Symbol

Slozka

Mnozstvi

A

Amplifikaéni reagencie HPV

Neinfekéni nukleové kyseliny vysuSené v pufrovaném roztoku

s obsahem < 5% objemového cinidla.

1 lahvicka

Enzymova reagencie HPV

Reverzni transkriptaza a RNA polymeraza vysuSené v HEPES
pufrovaném roztoku s obsahem < 10% objemové reagencie.

1 lahvicka

Reagencie sondy HPV

Neinfekéni chemoluminiscenéni DNA sondy (< 500 ng/lahvicku)

vysusené v sukcinatem pufrovaném roztoku s obsahem
< 5% detergentu.

1 lahvicka

Reagencie vnitini kontroly HPV

Neinfekéni transkripce RNA pufrovaném roztoku s obsahem

< 5% detergentu.

1 lahvicka

Box s pokojovou teplotou Aptima HPV
(po prijeti skladujte pfi teploté 15 az 30 °C)

Symbol

Slozka

Mnozstvi

AR

Rekonstituéni roztok pro amplifikaci HPV
Vodny roztok obsahujici konzervaéni latky.

1 lahvicka

ER

Rekonstitucni roztok pro enzymy HPV
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol.

1 lahvicka

PR

Rekonstitucni roztok pro sondy HPV

Sukcinatem pufrovany roztok s obsahem < 5% detergentu.

1 lahvicka

Selekéni reagencie HPV

600 mM boritanem pufrovaného roztoku s obsahem
surfaktantu.

1 lahvicka

TCR

Reagencie pro zachyceni cile HPV
Neinfekéni nukleové kyseliny v pufrovaném roztoku
s obsahem pevné faze (< 0,5 mg/ml).

1 lahvicka

Rekonstituéni objimky

List s éarovym kédem hlavni Sarze

1 list

Aptima HPV Assay
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Systém Tigris DTS Aptima”

Krabice s kalibratory Aptima HPV (kat. ¢. 302554)
(po prijeti skladujte p¥i teploté 2 az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

PCAL Pozitivni kalibrator HPV 5 lahvicek
Neinfekéni HPV 16 in vitro transkript pfi 1000 kopiich/ml
v pufrovaném roztoku s obsahem < 5% detergentu.

NCAL  Negativni kalibrator HPV 5 lahvicek
Pufrovany roztok s obsahem < 5% detergentu.

Krabice s kontrolami Aptima HPV (kat. ¢. 302556)
(po prijeti skladujte pfi teploté 2 az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

PC Pozitivni kontrola HPV 5 lahvicek
Lyzované, inaktivované HPV negativni a HPV pozitivni
kultivované buriky pri 25 burikach na ml v pufrovaném roztoku
s obsahem < 5% detergentu.

NC Negativni kontrola HPV 5 lahvigek
Lyzované, inaktivované HPV negativni kultivované buriky
v pufrovaném roztoku s obsahem < 5% detergentu.

Potirebny material, ktery se dodava zvlast’
Poznamka: Materialy dostupné u Hologic maji uvedeno katalogové ¢islo, neni-li specifikovano jinak.

Kat. €.
Systém Tigris DTS 105118
Souprava kapalin pro test Aptima 302382
(Promyvaci roztok Aptima, pufr Aptima pro deaktivacni kapalinu
a olejova reagencie Aptima)
Souprava Aptima Auto Detect 301048
Souprava konzervacnich roztok( systému Aptima 302380

Spicky, 1000 ul vodivé, detekujici kapalinu
Souprava cyklu systému Tigris DTS

10612513 (Tecan)
301191

Jednotky pro vice zkumavek (MTU) 104772-02
Odpadni vak na mikroSpicky MTU 900907
Odvadéce odpadu MTU 900931
Kryty pro odpadni MTU 1056523
Souprava pro transport vzorkd Aptima 301154C
Souprava pro odbér a transport cervikalnich vzork( Aptima 302657
Propichovaci uzavéry Aptima 105668
Nahradni nepropichovaci uzavéry 103036A
Nahradni uzavéry pro rekonstituéni roztoky amplifikacni reagencie
a reagencii sondy CLO041
Nahradni uzavéry pro rekonstituéni roztoky enzymovych reagencii 501616
Nahradni uzavéry pro TCR a selekéni reagencie CL0040

Bélidlo, minimalné 5% nebo 0,7 M roztok chlornanu sodného
Voda pro systém Tigris DTS

Specifikace jsou uvedeny v navodu k pouziti systému Tigris DTS

Aptima HPV Assay 10

AW-14517-2601 Rev. 004



Aptima” Systém Tigris DTS

Jednorazové rukavice -
Souprava pfepravniho roztoku Aptima (pouze pro vzorky SurePath) 303658

VoliteIné materialy
Kat. €.
Pfidavek do bélidla pro Cisténi 302101

Testovaci postup systému Tigris DTS

Poznamka: Dalsi informace o postupech v systému Tigris DTS najdete v navodu
k obsluze systéemu Tigris DTS.

A. Priprava pracovni plochy

Ocistéte pracovni plochy, kde bude probihat pfiprava reagencii a vzorkd. Pracovni plochy
otfete 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztokem chlornanu sodného. Roztok chlornanu
sodného nechte v kontaktu s povrchy po dobu minimalné 1 minuty a pak oplachnéte vodou.
Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout. Pracovni plochu, na niZz bude probihat
pfiprava reagencii a vzorku, pokryjte Cistym absorpénim laboratornim potahem na pracovni
desky, ktery je na spodni strané potazen plastem.

B. Prfiprava reagencie nové soupravy

Poznamka: Pred zahajenim veSkerych praci se systémem Tigris DTS se musi provést
rekonstituce reagencie.

1. Chcete-li rekonstituovat amplifikacni reagencie, enzymatické reagencie a reagencie
sondy, zkombinujte lahvi¢ky lyofilizované reagencie s rekonstitu¢nim roztokem.
V pfipadé uloZeni v chladniCce nechte rekonstituované roztoky pfed pouzitim
dosahnout pokojové teploty:
a. Prislusny rekonstitu¢ni roztok sparujte s lyofilizovanou reagencii. Pfed pfipevnénim
rekonstituéni objimky zkontrolujte, ze rekonstitu¢ni roztok i lyofilizovana reagencie
maji shodné barevné kody.

b. Zkontrolujte Cisla Sarzi na listu s Carovym kédem hlavni SarZe a zajistéte, aby byly
odpovidajici reagencie sparovany.

c. Oteviete lahviCku s lyofilizovanou reagencii a pevné zasurite konec rekonstituéni
objimky s drazkou do otvoru v lahvi¢ce (Obrazek 1, krok 1).

d. Oteviete odpovidajici rekonstituéni roztok a umistéte uzavér na Cisty zakryty
pracovni povrch.

e. Drzte lahvi¢ku s rekonstitu¢nim roztokem na pracovni desce a pevné zasunte druhy
konec rekonstituéni objimky do hrdla lahve (Obrazek 1, krok 2).

f. Sestavenymi lahvemi pomalu otacejte. Nechte roztok vytéct z lahve do sklenéné
lahvicky (Obrazek 1, krok 3).

g. Jemné roztokem v lahvi zakruzte, aby se promichal. Pfi krouzeni lahvi zamezte
vzniku pény (Obrazek 1, krok 4).

h. Pockejte, az se lyofilizovana reagencie rozpusti v roztoku, a pak pfevratte
sestavené lahve jesté jednou naklonénim v uhlu 45°, aby se minimalizoval vznik
pény (Obrazek 1, krok 5). VeSkerou kapalinu nechte natéct zpét do plastové lahve.

i. Odstrante rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 1, krok 6).

j- Plastovou lahev znovu uzavfete. Zaznameneijte inicialy laboranta a datum
rekonstituce na vSechny lahvi¢ky s rekonstituovanou reagencii (Obrazek 1, krok 7).
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Systém Tigris DTS Aptima”

k. Rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku zlikvidujte (Obrazek 1, krok 8).

Varovani: Pri provadéni rekonstituce reagencii zabrarite tvorbé pény. Péna naruSuje
mechanismus detekce hladiny v systému Tigris DTS.

R er
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' |
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Obrazek 1. Rekonstitu¢ni proces v systému Tigris DTS

2. Pfipravte pracovni reagencii zachyceni cile (WTCR):
a. Sparujte odpovidajici lahvicky s TCR a IC.

b. Zkontrolujte Cisla Sarzi reagencie na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze a zajistéte,
aby byly odpovidajici reagencie v soupravé sparovany.

c. Oteviete odpovidajici lahvicku TCR a umistéte uzavér na Cisty zakryty pracovni
povrch.

d. Otevfete lahvi¢ku IC a cely obsah nalijte do lahve TCR. Ocekavejte, Ze v lahvi IC
muze z0stat malé mnozstvi kapaliny.

e. Uzavrete lahvicku TCR a roztokem jemné kruzte, aby se obsah promichal. BE€hem
tohoto kroku zamezte vzniku pény.

f. Na Stitek zaznamenejte inicialy laboranta a aktualni datum.
g. Lahvicku IC a uzavér zlikvidujte.

h. Ve wTCR se mohou vytvofit precipitaty, které mohou vést k neplatnym vysledkiim
zpusobenym chybami ovéfovani objemu. Precipitat Ize rozpustit zahfivanim wTCR
pfi teploté 42 az 60 °C po dobu az 90 minut. Pfed pouzitim wTCR vyckejte, dokud
se jeho teplota nevyrovna s pokojovou teplotou. NepouZivejte, pokud precipitat
nezmizi.

3. Pfipravte selekéni reagencii:

a. Zkontrolujte Cislo Sarze reagencie na listu s Carovym kodem hlavni Sarze a ovérte,
Ze patfi do soupravy.

b. Pokud selekéni reagencie obsahuje precipitat, zahfivejte selekéni reagencii pfi
teploté 60 + 1 °C po dobu az 45 minut, abyste usnadnili rozpusténi precipitatu.
Lahvi¢ku jemné promichejte kazdych 5 az 10 minut. Pfed pouzitim selekéni
reagencie vyCkejte, dokud se jeji teplota nevyrovna s pokojovou teplotou.
Nepouzivejte, pokud precipitat nebo zakaleni nezmizi.

Poznamka: VSechny reagencie pfed zalozenim do systému dukladné promichejte
fjemnym pfevracenim. PFi pfevraceni reagencii zabrarite vzniku pény.
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C. Priprava reagencii pro dfive rekonstituované reagencie

1. Dfive rekonstituované amplifikacni a enzymatické reagencie a reagencie sondy musi
pfed zahajenim testu dosahnout pokojoveé teploty (15 az 30 °C).

2. Pokud rekonstituovana reagencie sondy obsahuje precipitat, ktery se pfi pokojové
teploté nevraci do roztoku, zahfivejte ji pfi teplot&, ktera neprekroci 60 °C, po dobu
1 az 2 minut. Nepouzivejte, pokud je pfitomen precipitat nebo zakaleni.

3. Pokud wTCR obsahuje precipitat, zahfivejte wTCR pfi teploté 42 az 60 °C po dobu az
90 minut. Pfed pouzitim wTCR vyckejte, dokud se jeho teplota nevyrovna s pokojovou
teplotou. Nepouzivejte, pokud precipitat nezmizi.

4. Pokud selekéni reagencie obsahuje precipitat, zahfivejte selekéni reagencii pfi teploté
60 £ 1 °C po dobu az 45 minut, abyste usnadnili rozpusténi precipitatu. Lahvi¢ku jemné
promichejte kazdych 5 az 10 minut. Pfed pouZitim selek¢ni reagencie vyCkejte, dokud
se jeji teplota nevyrovna s pokojovou teplotou. Nepouzivejte, pokud precipitat nebo
zakaleni nezmizi.

5. Kazdou reagencii pfed zalozenim do systému dikladné promichejte jemnym
prevracenim. Pfi pfevraceni reagencii zabrafite vzniku pény.

6. Lahve s reagenciemi nedoplfujte. Systém Tigris DTS rozpozna lahve, které byly
doplnény, a zamitne je.

D. Manipulace se vzorky

1. Pfed zpracovanim nechte vzorky (kalibratory, kontroly a vzorky) dosahnout pokojové
teploty.

2. Vzorky nemichejte ve vortexové trepacce.

3. Pred testovanim pomoci testu Aptima HV je tfeba vzorky v konzerva¢nim roztoku
SurePath oSetfit pomoci proteinazy K podle pokynl v ¢asti Odbér a uchovavani vzorku C.

4. Zkumavky na vzorky pfed zalozenim do stojanu zkontrolujte. Pokud zkumavka se
vzorkem obsahuje bubliny nebo méa vzorek mensi objem nez obvykle, odstfedujte
zkumavku po dobu 5 minut pfi 420 RCF, abyste zajistili, Ze v uzavéru neni Zadna
kapalina.

Poznamka: Pokud nedodrzZite krok 4, mize to zpusobit tnik tekutiny z uzavéru
zkumavky se vzorkem.

E. Pfiprava systému

Nastavte pfistroj a pracovni seznam podle pokynu v navodu k obsluze systému Tigris DTS
a v Casti Poznamky k postupim nize.

Poznamky k postupim

A. Kalibratory
1. Kazdy pracovni seznam musi obsahovat po 3 replikatech negativniho kalibratoru
a pozitivniho kalibratoru. Pokud ma negativni kalibrator se softwarem Aptima HPV
Assay spravné fungovat, musi byt ve zkumavce na prvni pozici v prvnim stojanu
pracovniho seznamu a pozitivni kalibrator musi byt ve zkumavce na druhé pozici
v prvnim stojanu pracovniho seznamu.

2. Snaha odpipetovat vice nez tfi replikaty ze zkumavky s kalibratorem muze zplsobit
chyby v dusledku nedostatecného objemu.
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B. Kontroly

1. Software Aptima HPV Assay vyZaduje kontroly za¢atku a konce cyklu. Negativni
kontrola musi byt ve zkumavce na tfeti pozici v prvnim stojanu a ve zkumavce na
pfedposledni pozici v poslednim stojanu pracovniho seznamu. Pozitivni kontrola musi
byt ve zkumavce na ¢tvrté pozici v prvnim stojanu a ve zkumavce na posledni pozici
v poslednim stojanu pracovniho seznamu.

2. Pokusy o vice nez jedno pipetovani z kontrolni zkumavky mohou zpusobit chyby
v dusledku nedostate¢ného objemu.

C. Teplota
Pokojova teplota je definovana jako 15 az 30 °C.

D. Prasek na rukavice

Podobné jako u jinych systému reagencii mize nadbytek talku z nékterych rukavic zpusobit
kontaminaci otevfenych zkumavek. Doporucuji se rukavice bez talku.
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Systém Panther

Reagencie pro Aptima HPV Assay pro systém Panther jsou uvedeny niZe. Vedle jednotlivych
nazvu reagencii jsou také uvedeny identifikacni symboly reagencii.

Dodavané reagencie a materialy
Aptima HPV Assay, 250 testd, kat. ¢. 303093 (3 krabice)

Aptima HPV Assay, 100 testd, kat. €. 302929 (3 krabice)

Kalibratory Ize zakoupit samostatné. Viz katalogova Cisla jednotlivych krabic nize.

Chladici box Aptima HPV
(po pfijeti skladujte pfi teploté 2 az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

A Amplifikacni reagencie HPV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku
s obsahem < 5% objemového cinidla.

E Enzymova reagencie HPV 1 lahvi¢ka
Reverzni transkriptaza a RNA polymeraza vysuSena v HEPES
pufrovaném roztoku s obsahem < 10% objemové reagencie.

P Reagencie sondy HPV 1 lahvicka
Neinfekéni chemoluminiscencni DNA sondy (< 500 ng/lahvi¢ku)
vysuSené v sukcinatem pufrovaném roztoku s obsahem
< 5% detergentu.

IC Reagencie vnitini kontroly HPV 1 lahvicka
Neinfekéni transkripce RNA v pufrovaném roztoku s obsahem
< 5% detergentu.

Box s pokojovou teplotou Aptima HPV
(po prijeti skladujte pfi pokojové teploté, 15 az 30 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi
AR Rekonstituéni roztok pro amplifikaci HPV 1
Vodny roztok obsahujici konzervaéni latky.
ER Rekonstituéni roztok pro enzymy HPV 1
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol.
PR Rekonstituéni roztok pro sondy HPV 1
Sukcinatem pufrovany roztok s obsahem < 5% detergentu.
S Selekéni reagencie HPV 1
600 mM boritanem pufrovaného roztoku s obsahem
surfaktantu.
TCR Reagencie pro zachyceni cile HPV 1

Neinfekéni nukleové kyseliny v pufrovaném roztoku
s obsahem pevné faze (< 0,5 mg/mi).

Rekonstitu¢ni objimky 3

List s ¢arovym kédem hlavni Sarze 1 list
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Krabice s kalibratory Aptima HPV (kat. ¢. 302554)
(po prijeti skladujte p¥i teploté 2 az 8 °C)

Symbol Slozka Mnozstvi

PCAL Pozitivni kalibrator HPV 5 lahvicek
Neinfekéni HPV 16 in vitro transkript pfi 1000 kopiich/ml v
pufrovaném roztoku s obsahem < 5% detergentu.

NCAL  Negativni kalibrator HPV 5 lahvicek
Pufrovany roztok s obsahem < 5% detergentu.

Potirebny material, ktery se dodava zvlast’
Poznamka: Materialy dostupné u Hologic maji uvedeno katalogové ¢&islo, neni-li specifikovano jinak.

Kat. €.

Systém Panther 303095
Souprava cyklu systému Panther 303096

Souprava kapalin pro test Aptima 303014

(Promyvaci roztok Aptima, pufr Aptima pro deaktivacni kapalinu
a olejova reagencie Aptima)

Souprava Aptima Auto Detect 303013

Jednotky pro vice zkumavek (MTU) 104772-02

Souprava odpadnich vakt Panther 902731

Kryt odpadkového koSe Panther 504405
Spigky, 1000 pl vodivé, detekujici kapalinu 10612513 (Tecan)
Souprava pro transport vzorkd Aptima 301154C
Souprava pro odbér a transport cervikalnich vzork( Aptima 302657
Propichovaci uzavéry Aptima 105668
Nahradni nepropichovaci uzavéry 103036A
Nahradni uzavéry pro 250 testovacich souprav:

Rekonstitucni roztoky amplifikacnich reagencii a reagencii sondy CL0O041

Rekonstituéni roztok enzymovych reagencii 501616

TCR a selekcni reagencie CL0040
Nahradni uzavéry pro 100 testovacich souprav:

Rekonstituéni roztoky amplifikacnich reagencii a reagencii sondy CL0041

Rekonstituéni roztok enzymovych reagencii CL0041

TCR a selekcni reagencie 501604
Bélidlo, minimalné 5% nebo 0,7 M roztok chlornanu sodného -
Jednorazové rukavice -
Souprava pfepravniho roztoku Aptima (pouze pro vzorky SurePath) 303658

Volitelné materialy
Kat. €.

Pfidavek do bélidla pro Cisténi 302101
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Testovaci postup systému Panther

Poznamka: Dalsi informace o postupech v systému Panther najdete v navodu k obsluze
systému Panther.

A. Pfiprava pracovni plochy

Ocistéte pracovni plochy, kde bude probihat pfiprava reagencii a vzorkd. Pracovni plochy
otfete 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztokem chlornanu sodného. Roztok chlornanu
sodného nechte v kontaktu s povrchy po dobu minimalné 1 minuty a pak oplachnéte vodou.
Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout. Pracovni plochu, na niz bude probihat
pfiprava reagencii a vzorkUl, pokryjte Cistym absorp&nim laboratornim potahem na pracovni
desky, ktery je na spodni strané potazen plastem.

B. Prfiprava reagencie nové soupravy

Poznamka: Rekonstituce reagencie musi byt provedena prfed zahajenim vesSkerych praci
se systémem Panther.

1. Chcete-li rekonstituovat amplifikacni reagencie, enzymatické reagencie a reagencie
sondy, zkombinujte lahvi¢ky lyofilizované reagencie s rekonstitu¢nim roztokem.
V pfipadé uloZeni v chladniCce nechte rekonstituované roztoky pfed pouzitim
dosahnout pokojové teploty:
a. Prislusny rekonstitu¢ni roztok sparujte s lyofilizovanou reagencii. Pfed pfipevnénim
rekonstituéni objimky zkontrolujte, Ze rekonstitu¢ni roztok i reagencie maji shodné
barevné kody.

b. Zkontrolujte Cisla Sarzi na listu s Carovym kédem hlavni SarZe a zajistéte, aby byly
odpovidajici reagencie sparovany.

c. Oteviete lahviCku s lyofilizovanou reagencii a pevné zasurite konec rekonstituéni
objimky s drazkou do otvoru v lahvi¢ce (Obrazek 2, krok 1).

d. Otevrete odpovidajici rekonstitu¢ni roztok a umistéte uzavér na Cisty zakryty
pracovni povrch.

e. Lahvicku s rekonstitu¢nim roztokem drzte na pracovni desce a pevné zasurite druhy
konec rekonstituéni objimky do lahve (Obrazek 2, krok 2).

f. Sestavenymi lahvemi pomalu otacejte. Nechte roztok vytéct z lahve do sklenéné
lahvicky (Obrazek 2, krok 3).

g. Jemné roztokem v lahvi zakruzte, aby se promichal. Pfi krouzeni lahvi zamezte
vzniku pény (Obrazek 2, krok 4).

h. Pockejte, az se lyofilizovana reagencie rozpusti v roztoku, a pak pfevratte
sestavené lahve jesté jednou naklonénim v uhlu 45°, aby se minimalizoval vznik
pény (Obrazek 2, krok 5). VeSkerou kapalinu nechte natéct zpét do plastové lahve.

i. Odstrante rekonstituéni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 2, krok 6).

j- Plastovou lahev znovu uzavfete. Zaznamenejte inicialy laboranta a datum
rekonstituce na vSechny lahvi¢ky s rekonstituovanou reagencii (Obrazek 2, krok 7).

k. Rekonstituéni objimku a lahvi¢ku zlikvidujte (Obrazek 2, krok 8).
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Varovani: Pri provadéni rekonstituce reagencii zabrarite tvorbé pény. Péna naruSuje
mechanismus detekce hladiny v systému Panther.

8 Iy

.f4 B ™

Obrazek 2. Rekonstituéni proces v systému Panther

2. Pfipravte pracovni reagencii zachyceni cile (WTCR):
a. Sparujte odpovidajici lahvicky s TCR a IC.

b. Zkontrolujte Cisla Sarzi reagencie na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze a zajistéte,
aby byly odpovidajici reagencie v soupravé sparovany.

c. Otevriete odpovidajici lahvicku TCR a umistéte uzavér na Cisty zakryty pracovni
povrch.

d. Otevfete lahvi¢ku IC a cely obsah nalijte do lahve TCR. Ocekavejte, Ze v lahvi IC
muze zUstat malé mnozstvi kapaliny.

e. Uzavrete lahvicku TCR a roztokem jemné kruzte, aby se obsah promichal. BE€hem
tohoto kroku zamezte vzniku pény.

f. Na Stitek zaznamenejte inicialy laboranta a aktualni datum.
g. Lahvicku IC a uzavér zlikvidujte.

h. Ve wTCR se mohou vytvofit precipitaty, které mohou vést k neplatnym vysledkiam
zpusobenym chybami ovéfovani objemu. Precipitat Ize rozpustit zahfivanim wTCR
pfi teploté 42 az 60 °C po dobu az 90 minut. Pfed pouzitim wTCR vyckejte, dokud
se jeho teplota nevyrovna s pokojovou teplotou. Nepouzivejte, pokud precipitat
nezmizi.

3. Pfipravte selekéni reagencii:

a. Zkontrolujte Cislo Sarze reagencie na listu s ¢arovym kodem hlavni Sarze a ovérte,
Ze patfi do soupravy.

b. Pokud selekéni reagencie obsahuje precipitat, zahfivejte selekéni reagencii pfi
teploté 60 + 1 °C po dobu az 45 minut, abyste usnadnili rozpusténi precipitatu.
Lahvi¢ku jemné promichejte kazdych 5 az 10 minut. Pfed pouzitim selekéni
reagencie vyCkejte, dokud se jeji teplota nevyrovna s pokojovou teplotou.
Nepouzivejte, pokud precipitat nebo zakaleni nezmizi.

Poznamka: VSechny reagencie pfed zalozenim do systému dukladné promichejte
Jjemnym pfevracenim. PFi pfevraceni reagencii zabrarite vzniku pény.
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C. Priprava reagencii pro dfive rekonstituované reagencie

1. Dfive rekonstituované amplifikacni a enzymatické reagencie a reagencie sondy musi
pfed zahajenim testu dosahnout pokojoveé teploty (15 az 30 °C).

2. Pokud rekonstituovana reagencie sondy obsahuje precipitat, ktery se pfi pokojové
teploté nevraci do roztoku, zahfivejte ji pfi teplot&, ktera neprekroci 60 °C, po dobu
1 az 2 minut. Nepouzivejte, pokud je pfitomen precipitat nebo zakaleni.

3. Pokud wTCR obsahuje precipitat, zahfivejte wTCR pfi teploté 42 az 60 °C po dobu az
90 minut. Pfed pouzitim wTCR vyckejte, dokud se jeho teplota nevyrovna s pokojovou
teplotou. Nepouzivejte, pokud precipitat nezmizi.

4. Pokud selekéni reagencie obsahuje precipitat, zahfivejte selekéni reagencii pfi teploté
60 £ 1 °C po dobu az 45 minut, abyste usnadnili rozpusténi precipitatu. Lahvi¢ku jemné
promichejte kazdych 5 az 10 minut. Pfed pouZitim selek¢ni reagencie vyCkejte, dokud
se jeji teplota nevyrovna s pokojovou teplotou. Nepouzivejte, pokud precipitat nebo
zakaleni nezmizi.

5. Kazdou reagencii pfed zalozenim do systému dikladné promichejte jemnym
prevracenim. Pfi pfevraceni reagencii zabrafite vzniku pény.

6. Lahve s reagenciemi nedopliujte. Systém Panther rozpozna lahve, které byly dopinény,
a zamitne je.

D. Manipulace se vzorky

1. PFed zpracovanim nechte vzorky (kalibratory vzorky) dosahnout pokojové teploty.
2. Vzorky nemichejte ve vortexové trepacce.

3. Zkumavky na vzorky pfed zalozenim do stojanu zkontrolujte. Pokud zkumavka se
vzorkem obsahuje bubliny nebo méa vzorek mensi objem nez obvykle, odstfedujte
zkumavku po dobu 5 minut pfi 420 RCF, abyste zajistili, Ze v uzavéru neni Zadna
kapalina.

Poznamka: Pokud nedodrzite krok 3, muze to zpusobit unik tekutiny z uzavéru
zkumavky se vzorkem.

E. Pfiprava systému
1. Systém nastavte podle pokynuU v navodu k obsluze systému Panther a v Casti
Poznamky k postupim nize. Ujistéte se, Zze pouzivate stojany na reagencie a adaptéry
TCR vhodné velikosti.
2. Zalozte vzorky.

Poznamky k postuptm

A. Kalibratory
1. Ke spravné Cinnosti softwaru Aptima HPV Assay v systému Panther jsou zapotfebi tfi
replikaty pozitivniho kalibratoru a tfi replikaty negativniho kalibratoru. V systému
Panther Ize vloZit po jedné lahvi¢ce kazdého kalibratoru do libovolné pozice v libovolné
fadé v nosici vzorkl. Pipetovani vzorkl zapo€ne, jakmile bude splnéna jedna
z nasledujicich dvou podminek:
a. Systém momentalné zpracovava pozitivni a negativni kalibrator.

b. V systému jsou zaregistrovany platné vysledky kalibratoru.

2. Po dokonceni pipetovani zkumavek s kalibratorem a jejich zpracovavani pro konkrétni
soupravu reagencii Ize vzorky pouZzit s pfifazenou soupravou reagencii pro test po dobu
az 24 hodin, pokud nenastane néktera z nasledujicich podminek:

a. Kalibratory jsou neplatné.
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b. Pfifazena souprava reagencii analyzy je vyjmuta ze systému.
c. Uplynula doba stability pfifazené soupravy reagencii pro test.
3. Snaha odpipetovat vice nez tfi replikaty ze zkumavky s kalibratorem muze zpUsobit
chyby zpracovani.
B. Teplota
Pokojova teplota je definovana jako 15 az 30 °C.

C. Prasek na rukavice

Podobné jako u jinych systému reagencii mize nadbytek talku z nékterych rukavic zpusobit
kontaminaci otevienych zkumavek. Doporucuji se rukavice bez talku.
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Postupy kontroly kvality

A. Kritéria platnosti cyklu

Platnost cyklu uréuje software automaticky. Software oznaci cyklus za neplatny, pokud
nastane néktera z nasledujicich podminek:

* Vice nez jeden neplatny replikat negativniho kalibratoru.
+ Vice nez jeden neplatny replikat pozitivniho kalibratoru.

* Neplatna negativni kontrola (Specifické pro systém DTS).
* Neplatna pozitivni kontrola (Specifické pro systém DTS).

Laborant muze oznacit cyklus za neplatny, pokud pfi provadéni testu pozoruje a zdokumentuje
technické potize nebo potize zplsobené obsluhou &i pfistrojem.

Neplatny cyklus je nutno opakovat. ZruSeny cyklus je nutno opakovat.
B. Kritéria pro pfijeti kalibratoru
Nasledujici tabulka definuje kritéria RLU pro replikaty negativniho a pozitivniho kalibratoru.

Negativni kalibrator
IC| 20a<45000RLU
analyt| > 75000 a <400 000 RLU

Pozitivni kalibrator

IC| =480 000a<1850000RLU
analyt| <450 000 RLU

C. Vypocet cutoff pro IC
Cutoff IC se uréi podle signalu IC (flasher) z platnych replikatd negativniho kalibratoru.

Cutoff IC = 0,5 x [stfedni RLU IC platnych replikatt negativniho kalibratoru]

D. Vypocet cutoff pro analyt
Cutoff analytu se urci podle signalu analytu (flasher) z platnych replikatd negativniho
kalibratoru a také ze signalu analytu z platnych replikat( pozitivniho kalibratoru.

_ [stfedni RLU analytu platnych replikati negativniho kalibratoru] +

Cutoffanalytu = \, g x stredni RLU analytu platnych replikata pozitivniho kalibratoru]

E. Vypocet intervalu od signalu analytu ku cutoff (S/CQO)
Hodnota S/CO analytu se ur€i z RLU analytu zkudebniho vzorku a cutoff analytu pro dany
cyklus.

RLU analytu zkuSebniho vzorku
cutoff analytu

S/CO analytu =

F. Kritéria pfijeti kontroly (Specifické pro systém DTS)

Negativni kontrola musi mit platny negativni vysledek (RLU IC = cutoff IC a S/CO
analytu < 0,50). Pozitivni kontrola musi mit platny pozitivni vysledek (S/CO analytu = 0,50).
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Interpretace testu

Vysledky testu se automaticky uréuji pomoci softwaru testu. Vysledek testu mize byt
negativni, pozitivni nebo neplatny, jak je uréeno podle RLU IC a S/CO analytu. Vysledek
testu maze byt také neplatny kvdli jinym parametriim (abnormalni tvar kinetické kfivky),
které prekroCily normalni ocekavané rozsahy. PoCatecni neplatné vysledky je tfeba
opakovat.

Vzorky soupravy Aptima CSCT Ize zfedit, aby se potlalily pfipadné inhibi¢ni latky. Zfedte
1 dil neplatného vzorku na 8 dill transportniho roztoku vzorku (roztok ve zkumavkach
soupravy CSCT); tj. 560 ul vzorku do nové zkumavky soupravy CSCT, ktera obsahuje
4,5 ml roztoku pro pfepravu vzorku. Zfedény vzorek zamichejte opatrnym pfevracenim;
zabrarite tvorbé pény. Ziedény vzorek testujte podle standardniho postupu testu.

Poznamka: K testu 1 alikvotu vzorku je zapotiebi minimaini objem 1,7 ml. Nefedte
neplatny zfedény vzorek. Pokud ziedény vzorek vede k neplatnému vysledku, je treba
od pacientky ziskat novy vzorek.

Vysledek
Aptima HPV Kritéria
Assay
S/CO analytu < 0,50
Negativni IC = cutoff IC
IC <2000 000 RLU
S/CO analytu =z 0,50
Pozitivni IC <2000 000 RLU
Analyt < 13 000 000 RLU
IC > 2000 000 RLU
nebo
Neplatné S/CO analytu < 0,50 a IC < cutoff IC
nebo
analyt > 13 000 000 RLU
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Omezeni

o0 w »

Typy vzorkd, které nejsou uvedeny v Casti Uréené pouziti, nebyly hodnoceny.
Uginnost Aptima HPV Assay nebyla hodnocena u osob o¢kovanych proti HPV.
Aptima HPV Assay nebyl hodnocen v pfipadech podezieni z pohlavniho zneuZzivani.

Uginnost maze ovlivnit prevalence infekce HPV v populaci. Pozitivni prediktivni hodnoty
se snizi pfi testovani populace s nizkou prevalenci nebo jednotlivel bez rizika infekce.

Vzorky v konzervaénim roztoku ThinPrep obsahujici po pfipravé sklicka ThinPrep Pap
testu méné nez 1 ml se povaZzuji za nedostatecné pro Aptima HPV Assay.

Po odebrani 1 ml vzorku v konzervaénim roztoku SurePath pfed cytologickym
zpracovanim nebyl hodnocen dopad na vysledek cytologie.

Vysledky testu mohou byt ovlivnény nespravnym odbérem vzorku, skladovanim nebo
zpracovanim vzorkd.

Vnitfni kontrolou se sleduji kroky zachyceni cile, amplifikace a detekce; neni ur€ena ke
kontrole pfimérenosti odbéru cervikalnich vzorkd.

Negativni vysledek Aptima HPV Assay nevyluCuje moznost cytologickych abnormalit ani
budouci Ci skryté CIN2, CIN3 nebo rakoviny.

Uginnost testu mohou narusit osobni lubrikanty obsahujici Polyquaternium 15, pokud jsou
pfitomné v koncentraci vyssi nez 0,025% (v/v nebo w/v) testovaného vzorku.

Uginnost testu mohou narusit antimykotika s obsahem tiokonazolu, pokud jsou pfitomné
v koncentracich vy$sich nez 0,075% (w/v) testovaného vzorku.

Aptima HPV Assay poskytuje kvalitativni vysledky. Proto nelze vyvozovat korelaci mezi
mirou signalu pozitivniho testu a hladinou exprese mRNA ve vzorku.

Detekce mRNA vysoce rizikoveho HPV je zavisla na poc&tu kopii pfitomnych ve vzorku
a mohou byt ovlivnény metodami odbéru vzorkd, faktory pacientky, faze infekce
a pfitomnosti interferujicich latek.

. Infekce HPV neni ukazatelem cytologické HSIL ani zdkladem vysoce zavaznych CIN, ani

to neznamena, ze se rozvine CIN2, CIN3 nebo rakovina. U vétSiny Zen infikovanych
jednim nebo vice vysoce rizikovymi typy HPV se nevyvinou CIN2, CIN3 ani rakovina.

Uginky jinych potencialnich okolnosti, jako je vaginalni vytok, pouZiti tampont, sprchovani
apod., a okolnosti odbéru vzork( nebyly hodnoceny.

P. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vyskoleny v pouzivani Aptima HPV Assay.

Zkfizena kontaminace vzorkl mlze zpUsobit faleSné pozitivni vysledky. Pomér pfenosu
Aptima HPV Assay v systému Tigris DTS byla zjiSténa v neklinické studii na urovni 0,3 %.

Aptima HPV Assay je tfeba interpretovat v kombinaci s jinymi laboratornimi a klinickymi
udaji, které ma Iékar k dispozici.
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S. U tohoto testu mlze dojit k faleSné pozitivnim vysledk(im. Transkripty in vitro nizce
rizikovych genotypl HPV 26, 67, 70 a 82 vykazovaly vzajemnou reaktivitu s Aptima HPV

Assay.

T. Material pozitivnich kontrol neni ur€en ke sledovani ucinnosti pfi hrani¢nich hodnotach
testu.
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Ocekavané vysledky testl systému Tigris DTS: Prevalence vysoce rizikové mRNA HPV

Ocekavané vysledky testi systému Tigris DTS: Prevalence vysoce

rizikové mRNA HPV

Prevalence infekce vysoce rizikovym HPV se znaéné liSi a je ovlivnéna nékolika faktory,

z nichz nejvyznamnéjsSim je vék.*** Mnohé studie zkoumaly prevalenci HPV uréenou pomoci
detekce DNA HPV, ale pouze nékolik studii hlasi prevalenci zaloZzenou na detekci onkogenni
mRNA HPV. Zeny z Fady klinickych pracovist (n = 18) predstavuijici Siroké geografické
rozSifeni a rozmanitou populaci (10 statd v USA) bylo zafazeno do prospektivni klinické
studie s nazvem CLEAR.* Prevalence mRNA HPV pozitivnich vzorkud zjisténa v klinickém
hodnoceni byla kvalifikovana celkové, podle vékovych skupin a testovaciho pracovisté.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 1 pro ASC-US (atypické dlazdicové buriky neuréeného
vyznamu) a NILM (negativni intraepitelialni Iéze nebo malignity) v populaci.

Tabulka 1: Prevalence mRNA vysoce rizikového HPV podle vékovych skupin, testovaciho

pracovisté a celkem

% poméru pozitivity (x/n)

ASC-US

Populace (2 21 let)

NILM

Populace (2 30 let)

Vse

41,8 (400/958)

5,0 (540/10 871)

Vékova skupina (roky)

21az29 60,3 (252/418) Neuplatriuje se
30 az 39 36,8 (98/266) 6,9 (289/4199)
240 18,2 (50/1274) 3,8 (251/6672)

Testovaci pracovisté

1

41,6 (134/322)

4,7 (172/3682)

2

41,4 (150/362)

5,2 (194/3702)

3

42,3 (116/274)

5,0 (174/3487)

Neuplatiiuje se = Neni k dispozici

Aptima HPV Assay
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Usporadani klinické studie Aptima HPV Assay se vzorky v konzervacnim
roztoku ThinPrep

Prospektivni, multicentricka klinické studie v USA pod nazvem CLEAR byla provedena
k urCeni klinické ucinnosti Aptima HPV Assay pro detekci cervikalni intraepitelialni neoplazie

zahrnovala uvodni hodnoceni a nasledné hodnoceni po 3 letech.*

Klinicka studie CLEAR - Givodni hodnoceni

Pfi vodnim hodnoceni v ramci klinické studie CLEAR (Uvodni faze) byly zeny zarazeny

do studie ASC-US nebo studie NILM na zakladé vysledk( cytologie z rutinniho screeningu
rakoviny délozniho &ipku. Studie ASC-US zahrnovala populaci zen 21 let a starSi s vysledky
cytologie ASC-US a studie NILM zahrnovala populaci zen 30 let a star$i s vysledky cytologie
NILM. Ugelem studie NILM byla podpora naroku na dopliikova vy$etfeni u Zzen ve véku od

mely absolvovat kolposkopii bez ohledu na svuj status HPV.*

Zarazeny byly zeny z 18 klinickych pracovist, pfevazné gynekologickych/porodnich klinik,
zahrnujici Siroké geografické rozlozZeni a pestrou populaci. Tyto Zeny byly rozdéleny do studii
ASC-US a NILM na zakladé jejich referenénich vzorkd v konzerva¢nim roztoku ThinPrep. Pfi
uvodnim vysSetfeni byly testovany zbyvajici referen¢ni vzorky od Zen ve studii ASC-US nebo
studii NILM pomoci Aptima HPV Assay a komerc¢né dostupného testu DNA HPV.

Pfi uvodnim vySetfeni byla u vSech Zen ve studii ASC-US provedena kolposkopie, bez
ohledu na jejich vysledky testu HPV. Byly ziskany biopsie endocervikalni kyretéze (ECC)

a biopsie cervikalniho vzorku (1 biopsie z kazdého ze 4 kvadrant(). Pokud byla viditelna léze,
byla provedena biopsie cervikalniho vzorku (fizena metoda, 1 biopsie na lézi)

a v kvadrantech bez viditelné Iéze byla provedena biopsie skvamokolumnarni junkce
(ndhodna metoda).

Ve studii NILM byla pfi ivodnim vySetifeni u Zen s pozitivhim Aptima HPV Assay nebo
komercné dostupnym testem DNA HPV, stejné jako u nahodné vybranych Zen s negativnim
vysledkem obou testu, provedena kolposkopie. Nahodné vybrané zZeny, u kterych byly oba
testy negativni, byly zahrnuty s ohledem na korekci ovéfeni zkresleni s upravenym
odhadnutym vykonem generovanym pomoci metody vicenasobného zapocteni. Biopsie ECC
byla ziskana od kazdé Zeny, ktera podstoupila kolposkopii. Punch biopsie byly ziskany pouze
z viditelné 1éze (fizena metoda; 1 biopsie na 1ézi).

Status onemocnéni byl uréen pomoci konsensualniho revizniho histologického panelu, ktery
byl zalozen na shodé nejméné 2 odbornych patologli. Odborni patologové neznali status
HPV u danych zen. Skryt byl také status cytologie, jakoz i diagndza histologie druhého
odbornika. Pokud se 3 patologové neshodli, vSichni 3 patologové revidovali vzorky pomoci
vice-hlavého mikroskopu, aby dosahli konsensu. Vyzkumnici, |1ékafi ani Zeny neznali
vysledky testu HPV az do skonceni kolposkopie, aby se zabranilo zkresleni.

Pfi uvodnim vySetfeni byla hodnocena klinicka uc€innost Aptima HPV Assay pro detekci
onemocnéni (ZCIN3) vzhledem ke statusu cervikalniho onemocnéni uréenému pfi uvodnim
vySetieni. Byla také uréena klinickd u€innost komeréné dostupného testu DNA HPV pro
pfimé srovnani s vysledky Aptima HPV Assay.
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Klinicka studie CLEAR — nasledné hodnoceni

Zeny ve studii NILM ze 14 klinickych pracovist byly zpasobilé k ugasti v nasledné 3leté fazi
studie, pokud: i) pfi uvodnim vySetfeni absolvovaly kolposkopii a nemély =CIN2 nebo ii) pfi
uvodnim vySetieni kolposkopii neabsolvovaly. Nasledna faze studie se skladala

z kazdoroCnich navstév. Pfi téchto navstévach byl u kazdé Zeny proveden odbér cervikalniho
vzorku pro cytologii a nékteré Zzeny byly testovany pomoci komeréné dostupného testu HPV.
kolposkopie pomoci stejné biopsie a byly provedeny histologické postupy vysetieni pro
hodnoceni zakladnich udaju studie NILM. Status cervikalniho onemocnéni pfi nasledné
navstévé byl povazovan za ,negativni“ podle vysledkl cytologie NILM, pfipadné u Zen

s abnormalnimi vysledky cytologickych testu, na zakladé normalnich vysledkl nebo vysledkul
konsensualniho revizniho histologického panelu CIN1. U zen, u kterych bylo v nasledném
obdobi zjisténo =CIN2, bylo nasledné obdobi oznaceno jako ukoncené; po jisténi =CIN2 jiz
v navstévach nepokracovaly. U Zen, u kterych nebylo v nasledném obdobi zjisténo 2CIN2,
ale které se studie uc€astnily navstévou v 1. nasledném roce, pfipadné ve 2. nasledném roce
a které se studie zucastnily navstévou ve 3. nasledném roce, bylo nasledné obdobi
oznaceno jako ukoncené.

Cilem nasledné studie bylo porovnat kumulativni 3leté riziko cervikalniho onemocnéni u Zen
s uvodnimi pozitivnimi vysledky Aptima HPV Assay s kumulativnim 3letym rizikem
cervikalniho onemocnéni u zen s uvodnimi negativnimi vysledky Aptima HPV Assay. 3lety
status cervikalniho onemocnéni byl uréen nasledujicim zptsobem:

+ Pozitivni status cervikalniho onemocnéni (2CIN2 nebo 2CIN3) — Zeny, u kterych bylo
zjisténo 2CIN2 na zaCatku nebo nasledné.

* Negativni status cervikalniho onemocnéni (<CIN2) — Zeny, které dokoncily nasledné
obdobi bez detekce =CIN2 a u kterych nebyl uveden ,neurcity” status cervikalniho
onemocnéni.

* Neurcity status cervikalniho onemocnéni — Zzeny, které mély abnormalni vysledky
cytologickych testu v nasledném obdobi a které nemély nasledny vysledek
konsensualniho revizniho histologického panelu, pfipadné Zeny s neadekvatni cytologii
pfi posledni navatéve.

» Ztraceny v nasledné fazi — zeny, které nedokoncily nasledné navstévy a u kterych nebyl
status cervikalniho onemocnéni oznacen jako ,neurdity*.

Klinicka ucinnost Aptima HPV Assay pro detekci 2CIN2 a =CIN3 byla hodnocena vzhledem
k 3letému statusu cervikalniho onemocnéni.

Aptima HPV Assay 27 AW-14517-2601 Rev. 004



Uginnost testi systému Tigris DTS Aptima”

Uginnost testt systému Tigris DTS

ASC-US Populace 2 21 let: Klinicka uc¢innost Aptima HPV Assay se vzorky
v konzervacénim roztoku ThinPrep

Celkem bylo do studie ASC-US zahrnuto 1 252 Zen ve véku 21 let a starSich s vysledky
cytologie ASC-US. Z nich bylo 294 Zen vylou€eno a 19 mélo status onemocnéni oznacen jako
,heurcity“; v8echny byly vylou€eny z analyzy. Zbyvajicich 939 hodnotitelnych Zen bylo ve véku
21 let a starSich s vysledky cytologie ASC-US, vysledky Aptima HPV Assay a prikaznym
statusem onemocnéni. Devadesat jedna (91) Zen mélo =CIN2 a Ctyficet jedna (41) mélo
=CIN3. Prevalence =CIN2 a =CIN3 u hodnotitelnych Zen s vysledky cytologie ASC-US byla
9,7% a 4,4% v uvedeném poradi. Vysledky Aptima HPV Assay podle diagndzy
konsensualniho revizniho histologického panelu jsou uvedeny v Tabulka 2.

Tabulka 2: ASC-US Populace = 21 let: Vysledky Aptima HPV Assay podle diagnézy
konsensualniho revizniho histologického panelu

Vysledek Aptima Test DNA Diagnoéza konsensualniho revizniho histologického panelu
HPV Assay* HPV Neurgity** Normalni | CINA CIN2 CIN3 | Rakovina | Celkem
Pozitivni Pozitivni 6 170 113 41 32 1 363
Pozitivni Negativni 0 7 0 1 2 0 10
Pozitivni zadny 0 14 1 0 2 0 27
vysledek
Negativni Pozitivni 0 47 13 2 3 0 65
Negativni Negativni 10 371 55 6 1 0 443
Negativni zadny 3 40 7 0 0 0 50
vysledek
Celkem 19 649 199 50 40 e 958

*V8echny vzorky mély posledni platné vysledky (po pocate¢nim testovani nebo po vyfeSeni pocatecnich neplatnych vysledkd
podle postupu).

**19 subjektd absolvovalo navstévu kolposkopie, ale nebylo mozno uréit diagnézu z nasledujicich divodu: < 5 bioptickych
vzorkll ziskano s vysledky histologie normalni/CIN1 (n = 15), nebyla ziskana zadna biopsie (n = 3), ztraceny bioptické vzorky
(n=1).

***77 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu HPV DNA primarné v disledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie.

****Jeden subjekt mél adenokarcinom in situ (AIS).

Odhady klinické uc¢innosti Aptima HPV Assay vc&etné citlivosti, specificity, pozitivni prediktivni
hodnoty (PPV) a negativni prediktivni hodnoty (NPV) pro detekci 2CIN2 a =CIN3 na zakladé
vyhodnoceni v8ech biopsii a v€etné pouze fizenych biopsii jsou uvedeny v Tabulka 3, stejné
jako odhady pro komeréné dostupny test DNA HPV.
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Tabulka 3: ASC-US Populace = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN2 a =CIN3

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N = 939 N = 865*
Uginnost Odhad (95% CI) Odhad (95% CI)
Vsechny biopsie
Citlivost (%) (789%81) (784, 92.3) (7898/589) (80,5, 93.8)
- 62,9 55,8
0, ’ il
Specificita (%) (535784) (59,6, 66,0) wsBe) (52,3, 59.3)
201 18,7
0, ’ 3y
PPV (%) rorisa) (18,1, 22,0) (790i02) (17,0, 20.4)
978 977
0, ’ 3y
NPV (%) (53531545 (96,5, 98.8) w35443) (96,2, 98.8)
Prevalence (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
>CIN2
Rizené biopsie**
Citlivost (%) (596%%) (84,1, 97.4) ( 595?;;529) (83,8, 97.3)
- 615 545
0, ’ il
Specificita (%) (5301676) (58,3, 64.7) w3sie08) (51,0, 57,9)
142 13.1
0, ’ 3y
PPV (%) (56/36) (12,7, 15.6) (s57421) (11,7, 14,2)
99.3 99.1
NPV (%) (5361543) (98,3, 99.8) 438/442) (97,9, 99.7)
Prevalence (%) 6,4 (60/936) 6,8 (59/863)
Vsechny biopsie
Citlivost (%) (397%21) (77,5, 96,1) (3962/'339) (79,7, 97.3)
- 60,2 533
0, ’ il
Specificita (%) (5411508) (57,0, 63.4) w0826 (49.9, 56.6)
9.4 85
0, ’ El
PPV (%) (371364) (8,1,10.4) (36/422) (7.4, 9.4)
99.3 99.3
0, ’ 3y
NPV (%) (5411545 (98,3, 99.8) 4401443) (98,3, 99.8)
Prevalence (%) 4.4 (41/939) 4,5 (39/865)
>CIN3
Rizené biopsie**
Citlivost (%) (2973;’219) (78,0, 98,1) (297";'248) (82,3, 99,4)
- 59,6 52,8
0, ’ il
Specificita (%) (5411608) (56.4, 62.7) w50 (49.4, 56.1)
6,9 6,4
0, ’ il
PPV (%) (27/394) (5.8,7.6) (27/422) (55,7.0)
99,6 998
0, ’ 3y
NPV (%) (5411543 (98,8, 100) wai2) (98,9, 100)
Prevalence (%) 3,1 (29/937) 3,2 (28/864)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie. B

**\/ysledek konsensualni histologie byl odvozen pouze pomoci vysledkl z Fizenych biopsii. Zeny bez fizené biopsie reflektuji
normalni kolposkopie a jsou v téchto analyzach zahrnuty jako bez onemocnéni (<CIN2 nebo <CIN3, podle okolnosti). Pokud
byly zahrnuty pouze fizené biopsie, nebylo vzdy dosazeno konsenzu.
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Pfi hodnoceni vSech biopsii byly klinické odhady citlivosti Aptima HPV Assay a komeréné
dostupného testu DNA HPV, kde jsou k dispozici oba vysledky testu pro detekci 2CIN2

a 2CIN3, podobné (nebyly statisticky vyznamné rozdily v odhadech citlivosti: rozdil citlivosti
= -2,3% [95% CI: -9,5%, 4,8%]). Odhady klinické specificity Aptima HPV Assay pro detekci
2CIN2 a =CIN3 byly vy3Si nez u komeréné dostupného testu DNA HPV (rozdily v odhadech
specificity byly statisticky vyznamné). Pro 2CIN2 byl rozdil specificity 6,8% (95% CI: 4,9%,
9,0%). NPV byly podobné, ale pro detekci 2CIN2 byla PPV pro Aptima HPV Assay mirné
vy$8i nez PPV pro komer¢né dostupny test DNA HPV (20,1% vs. 18,7%).

Z 91 pfipadll 2CIN2 bylo 60 (65,9%) identifikovano pfi pfimé biopsii a 31 (34,1%) bylo
identifikovano z nahodnych nebo ECC biopsii (tedy nikoli pfi pfimé biopsii). Tato zjiténi jsou
srovnatelna s vysledky z publikovanych studii, v nichz bylo zjis§téno pfiblizné 25% az 40%
pfipad 2CIN2 pouze ze vzorkd nahodnych, pfipadné ECC biopsii.**” Pouziti pouze pfimych
biopsii k uréeni statutu onemocnéni (za pfedpokladu, Zze Zeny bez fizené biopsie mély
normailni vysledky histologie, protoze nebyly zjistény zadné viditelné 1éze), dosahly hodnoty
2CIN2 a =CIN3 ve studii 6,4% a 3,1% v uvedeném pofadi. Odhady Klinické citlivosti pro
detekci 2CIN2 a =CIN3 byly vySSi u obou testll pomoci pouze fizené biopsie nez odhady
vypoctené s vyuzitim vSech biopsii. Pro oba testy byla klinicka specificita ziskana pouze
pomoci fizené biopsie podobna specificité ziskané se vS§emi zahrnutymi biopsiemi. Proto,
pokud se pouzily pouze Fizené biopsie, byla specificita Aptima HPV Assay vyrazné vys&i nez
u komeréné dostupného testu DNA HPV.

Odhady klinické uginnosti Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA HPV jsou
zobrazeny podle vékovych skupin v Tabulka 4 a Tabulka 5 (=CIN2 a =2CIN3 v uvedeném
pofadi, na zakladé vyhodnoceni vSech biopsii).
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Tabulka 4: ASC-US Populace = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci

2CIN2 podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =939 N = 865"
Uginnost Odhad (95% CI) Odhad (95% ClI)
N =415 N =389
90,2 94,9
Lo o , )
Citlivost (%) (55/61) (80,2, 95,4) (56/59) (86,1, 98,3)
e 44,9 35,5
0, ’ ’
212325 lot Specificita (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
az e
22,0 20,8
0, ’ 3
PPV (%) (55/250) (19,6, 24,2) (56/269) (19,0, 22,5)
96,4 97,5
o ) )
NPV (%) (159/165) (93,0, 98,5) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevalence (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N =262 N =239
90,0 80,0
Lo o , )
Citlivost (%) (18/20) (69,9, 97,2) (16/20) (58,4, 91,9)
e 68,2 61,6
0, ’ ’
30 23 39 lot Specificita (%) (165/242) (62,1, 73,7) (135/219) (55,1, 67,8)
az e
18,9 16,0
o ) )
PPV (%) (18/95) (14,7, 22,7) (16/100) (11,8, 19,6)
98,8 97,1
0, ’ 3
NPV (%) (165/167) (96,5, 99,8) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalence (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N =262 N =237
60,0 70,0
Lo o , )
Citlivost (%) (6/10) (31,3, 83,2) (710) (39,7, 89,2)
e 82,9 79,7
0, ’ ’
© 40 1ot Specificita (%) (209/252) (77,8, 87,1) (181/227) (74,0, 84,4)
2 e
12,2 13,2
0, ’ 3
PPV (%) (6/49) (5,8, 18,4) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
0, ’ 3
NPV (%) (209/213) (96,6, 99,4) (181/184) (96,6, 99,6)
Prevalence (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.

Aptima HPV Assay

31

AW-14517-2601 Rev. 004




Aptima”

Uginnost testi systému Tigris DTS

Tabulka 5: ASC-US Populace = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN3 podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =939 N = 865*
Uginnost Odhad (95% CI) Odhad (95% CI)
N =415 N =389
Citlivost (%) (296?'237) (81,7,99.3) (22%)5) (86,7, 100)
e 42,3 33,0
0, ’ )
) Specificita (%) (164/388) (37,5, 47,2) (120/364) (28,3, 38,0)
21 az 29 let 04 o3
o ; ;
PPV (%) (26/250) (8,9, 11,4) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
0, )
NPV (%) (164/165) (97,2, 100) (1201120) (97,5, 100)
Prevalence (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N =262 N =239
Citlivost (%) ?8%9) (56,5, 98,0) (777/;3) (45,3, 93,7)
e 65,6 59,6
0, ’ 3
Specificita (%) (166/253) (59,6, 71,2) (137/230) (53,1, 65,7)
30 az 39 let 32 o
o ; ,
PPV (%) (8/95) (5,2, 10,4) (7100) (3,9,9,1)
99,4 98,6
0, ’ E}
NPV (%) (166/167) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalence (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N =262 N =237
Citlivost (%) ?3%0) (23,1, 88,2) 28;5(; (37,6, 96,4)
e 82,1 78,9
0, ! E}
Specificita (%) (211/257) (77,0, 86,3) (183/232) (73,2, 83,6)
240 let 51 =5
0, ’ )
PPV (%) (3/49) (1,6, 10,2) (4/53) (2,9, 10,7)
99,1 99,5
0, ’ )
NPV (%) 211/213) (98,0, 99,9) (183/184) (98,2, 100)
Prevalence (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostate¢ného objemu vzorku

cytologie.
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Absolutni riziko onemocnéni (=CIN2 a 2CIN3, na zakladé vyhodnoceni vSech biopsii) podle
vysledku Aptima HPV Assay a relativni riziko onemocnéni pro pozitivni vs. negativni vysledky

Aptima HPV Assay jsou uvedeny v Tabulka 6, spolu s odhady pro komeréné dostupny test
DNA HPV. Relativni riziko 2CIN2 bylo 9,1 (95% CI: 5,0, 16,5), coZ znamena, Ze Zena

s pozitivnim Aptima HPV Assay méla 9,1krat vétsi pravdépodobnost onemocnéni 2CIN2 nez
Zena s negativnim Aptima HPV Assay. Relativni riziko 2CIN3 bylo 12,8 (95% CI: 4,6, 35,6).

Tabulka 6: ASC-US Populace = 21 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a 2CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV

Aptima HPV Assay

Test DNA HPV

N =939 N = 865*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% CI) (95% ClI)
Pozitivni 20,1 (79/394) 18,7 (79/422)
(18,1, 22,0) (17,0, 20,4)
9,1 8,3
2,2 (12/545 (50, 16.,5) 2,3(10/443 (44, 15.8)
2CIN2 Negativni ’(1 (2 3,5) ) ’(1 (2 3,8) )
Prevalence (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
L 9,4 (37/394) 8,5 (36/422)
Pozitivni (8.1,10,4) (7.4,9,4)
12,8 12,6
0,7 (4/545 (4.6, 35.6) 0,7 (3/443 (3.9, 40.6)
2CIN3 Negativni (Oé 1 7)) (O; 1 7))
Prevalence (%) 4,4 (41/939) 4,5 (39/865)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Odhady absolutniho a relativniho rizika onemocnéni (2CIN2 a =CIN3, na zakladé
vyhodnoceni vSech biopsii) u Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA HPV
jsou zobrazeny podle vékovych skupin v Tabulka 7.

Tabulka 7: ASC-US Populace = 21 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a 2CIN3 pro

vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =939 N = 865*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
vék Vysledek testu (95% ClI) (95% Cl) (95% Cl) (95% Cl)
N =415 N =389
Pogzitivni 22,0 (55/250) 20,8 (56/269)
21 a3 29 let (19,6, 24,2) 6,1 (19,0, 22,5) 8,3
az (3]
Neaativni 3,6 (6/165) (2,7,13,7) 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
9 (1,5,7,0) (0.6, 6,4)
Prevalence (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N = 262 N =239
— 18,9 (18/95) 16,0 (16/100)
SCIN2 | 30 a3 39 et (14,7,22,7) 15,8 (11,8, 19,6) 5,6
- azsle Neaatival 1,2 (2/167) (3.8, 66,7) 2,9 (4/139) (1,9, 16,1)
9 (0,2, 3,5) (0,9, 5,9)
Prevalence (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N = 262 N =237
. 12,2 (6/49) 13,2 (7/53)
© 40 lot Poztiv (58.184) 65 (69,187) 8.1
2 e
N 1,9 (4/213) (1,9, 22,2) 1,6 (3/184) (2,2,30,2)
g (0.6, 3,4) (0,4, 3,4)
Prevalence (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)
N =415 N =389
Pogzitivni 10,4 (26/250) 9,3 (25/269)
s (8,9, 11,4) 17,2 (8,2,10,0) .
21 az 29 let ’ Nelze vypodist
Negativni 0,6 (1/165) (2,4, 125) 0,0 (0/120)
9 (0,0,2,8) (0,0, 2,5)
Prevalence (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N = 262 N =239
e 8,4 (8/95) 7,0 (7/100)
2CIN3 | 30 az 39 let rosttvn (52, 104) 14,1 (3.9, 9.1) 4.9
- azssle Neaatival 0,6 (1/167) (1,8, 111) 1,4 (2/139) (1,0, 22,9)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6
Prevalence (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N = 262 N =237
. 6,1 (3/49) 7.5 (4/53)
© 40 let Pozitivn! (16.102) 65 (2:9,10.7) 139
2 e
Neaativii 0,9 (2/213) (1,1, 38,0) 0,5 (1/184) (1,6, 122)
g (0,1, 2,0) (0,0,1,8)
Prevalence (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku

cytologie.
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NILM Populace 2 30 let: Klinicka u€innost Aptima HPV Assay se vzorky
v konzervacénim roztoku ThinPrep pri ivodnim vysSetreni

Celkem bylo do studie NILM zahrnuto 11 644 Zen s vysledky cytologie NILM. Z nich bylo

773 zen stazeno a vylou€eno z hodnoceni zakladnich udaji. Zbyvajicich 10 871 hodnotitelnych
Zen bylo ve véku 30 let a starSich s vysledky cytologie NILM a vysledky Aptima HPV Assay.
Z 540 Zen s pozitivnimi vysledky Aptima HPV Assay 335 absolvovalo kolposkopii pfi uvodnim
vySetfeni. Z 10 331 Zen s negativnimi vysledky Aptima HPV Assay 530 absolvovalo kolposkopii
pfi vodnim vySetfeni. Dvacet (20) zen mélo =CIN2 a jedenact (11) mélo =CIN3; 799 Zzen mélo
normalni/CIN1 histologii; 46 Zen mély neur€ity status onemocnéni. Vysledky Aptima HPV
Assay podle diagnézy konsensualniho revizniho histologického panelu pfi Uvodnim vySetieni
jsou uvedeny v Tabulka 8.

Tabulka 8: NILM Populace = 30 let: Vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle diagnézy
konsensualniho revizniho histologického panelu pfi uvodnim vySetfeni

Diagnéza konsensualniho revizniho histologického panelu
Vysledek Aptima | Test DNA Neurdity Normalni | CIN1 CIN2 CIN3 | Rakovi Celk
HPV Assay* HPV eurcity ormalni akovina elkem
Pozitivni Pozitivni 1 212 1 4 7 2 247
Pozitivni Negativni 7 59 0 1 0 1 68
Pozitivni zadny 3 16 1 0 0 0 20
vysledek
Negativni Pozitivni 10 170 8 2 1 0 191
Negativni Negativni 15 313 9 1 0 0 338
_— Zadny
Negativni vysledek™ 0 0 0 1 0 0 1
Celkem 46 770 29 9 8 3 865

*V$echny vzorky mély posledni platné vysledky (po pocateénim testovani nebo po vyfeseni pocatecnich neplatnych vysledku
podle postupu).

**21 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku
cytologie.

TFi Zeny meély adenokarcinom in situ (AlS).
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Celkem 10 052 mélo pfi uvodnim vySetfeni neovéfeny (véetné neurcitého) status
onemocnéni (Tabulka 9). Vzhledem k tomu, Ze kolposkopii podstoupily pouze nahodné
vybrané Zeny s negativnimi vysledky Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA
HPV, podil Zen s neovéifenym statusem onemocnéni byl v této skupiné vysoky (96,6%).

K Upravé tohoto ovéfeni zkresleni byla pouzita metoda vicenasobného zapocteni k odhadu
poCtu Zzen s onemocnénim, ktery by byl zjistén, pokud by vSechny Zeny podstoupily
kolposkopii. Prezentovany jsou jak odhady ucinnosti s upravenym ovéfenim zkresleni, tak
neupravené odhady ucinnosti zalozené na 819 Zenach s ovéfenym statusem onemocnéni.

Tabulka 9: NILM Populace = 30 let: Klasifikace hodnotitelnych Zen NILM podle vysledk Aptima
HPV Assay a vysledkl testu DNA HPV, statusu onemocnéni (=CIN2 a =CIN3) a statusu ovéfeni
onemocnéni pfi uvodnim vySetfeni

Ovéreny status onemocnéni: | Ovéfeny status onemocnéni: Neovéreny status
2CIN2 2CIN3 onemocnéni
Vysledek Zeny's Zeny bez Zeny s Zeny bez Zeny s neznamym
Aptima HPV Test Celkem |onemocnénim | onemocnéni | onemocnénim | onemocnéni |statusem onemocnéni
Assay* DNA HPV Zen (2CIN2) (2CIN2) (=CIN3) (2CIN3) (% neznamych)
Pozitivni Pozitivni 360 13 223 9 227 124 (34,4%)
Pozitivni Negativni 150 2 59 1 60 89 (59,3%)
Pozitivni zadny 30 0 17 0 17 13 (43,3%)
vysledek
Negativni Pozitivni 306 3 178 1 180 125 (40,8%)
Negativni Negativni 9420 1 322 0 323 9 097 (96,6%)
Negativni Zadny 605 1 0 0 1 604 (99,8%)
9 vysledek** 70
Celkem 10 871 20 799 1 808 10 052 (92,5%)

*V8echny vzorky mély koneéné vysledky (po pocate¢nim testovani nebo po vyfeSeni pocatecnich neplatnych vysledkd podle

postupu).

**635 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostate€ného objemu vzorku

cytologie.

Aptima HPV Assay

36

AW-14517-2601 Rev. 004



Aptima”

Uginnost testt systému Tigris DTS

Upravena prevalence =2CIN2 a =CIN3 u Zen s vysledky cytologie NILM byla 0,9% a 0,4%

v uvedeném poradi. Upravené odhady absolutniho a relativniho rizika pro detekci =2CIN2 a
=CIN3 pfi uvodnim vySetieni jsou uvedeny v Tabulka 10. Upravené relativni riziko 2CIN2 bylo
8,1 (95% CI: 2,3, 28,1), coz znamena, Ze zena s pozitivnim Aptima HPV Assay ma 8,1 krat
vétsi pravdépodobnost onemocnéni 2CIN2 nez Zena s negativnim Aptima HPV Assay.
Upravené relativni riziko 2CIN3 bylo 34,5 (95% CI: 2,7, 443,3). Neupravené odhady
absolutniho a relativniho rizika pro detekci 2CIN2 a =CIN3 pfi uvodnim vysSetfeni jsou
uvedeny celkem v Tabulka 11 a podle vékovych skupin v Tabulka 12.

Tabulka 10: NILM Populace = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a 2CIN3 pro

vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV (odhady s upravenym ovéfenim zkresleni) pfi
uvodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% CI) (95% ClI)
Pozitivni 4.7 3.7
(2,9,7,6) 8,1 (2,3, 6,0) 7.3
(2,3, 28,1) (1,6, 33,4)
2CIN2 Negativni 0,6 (0,2, 1,9) © 1052 1)
Prevalence (%) 0,9 0,9
Pozitivni 3.3 2.3
(1,4,7,6) 34,5 (1,3, 4,1) 21,0
(2,7, 443,3) (1,0, 423,4)
2CIN3 Negativni © 811 6) © 812 4)
Prevalence (%) 0,4 0,4

Tabulka 11: Populace NILM = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a =CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV (neupravené odhady) pfi uvodnim vySetifeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =819 N =801*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% Cl) (95% CI) (95% ClI) (95% ClI)
L 4,8 (15/314) 3,8 (16/417)
Pozitivni (3.4,58) (2.9, 4.4)
4,8 49
1,0 (5/505 (18,13.1) 0,8 (3/384 (1.4.16.7)
2CIN2 Negativni (04(1 1 9)) (Oé 1 9))
Prevalence (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
T 3,2 (10/314) 2,4 (10/417)
Pozitival (2.2,3,7) (16,2,7)
16,1 9,2
0,2 (1/505 (21,129 0,3 (1/384 (12.71.6)
2CIN3 Negativni (0(() 0 9)) (0(() 1 1))
Prevalence (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku
cytologie.
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Tabulka 12: NILM Populace = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni =CIN2 a 2CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle vékovych skupin (neupravené odhady) pfi
uvodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =819 N = 801*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vék Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
N = 384 N =377
T 4,8 (8/167) 3,2 (7/1216)
Pozitivni
(2,1,9,2) 10,4 (1.3, 6,6) 2,6
30 az 39 let N tivni 0,5 (1/217) (1,3, 82,3) 1,2 (2/161) (0,5,12,4)
egativnl (0,0, 2,5) (0,2, 4,4)
Prevalence (%) 2,3 (9/384) 2,4 (9/377)
2CIN2
N =435 N = 424
T 4,8 (7/147) 4,5 (9/201)
Pozitivni
(1,9,9.8) 34 (2,1,83) 10,0
240 let Neaativni 1,4 (4/288) (1,0,11,5) 0.4 (1/223) (1,3,78,1)
eganvi (0.4, 3,5) (0.0, 2,5)
Prevalence (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N = 384 N =377
L 3,0 (5/167) 2,3 (5/216)
Pozitivni
(1,0,6,8) 6,5 (0,8, 5,3) 37
30 a2 39 let Neaativni 0.5 (1/217) (0.8, 55,1) 0,6 (1/161) (0.4, 31,6)
egarv (0.0, 2,5) (0,0, 3.4)
Prevalence (%) 1,6 (6/384) 1,6 (6/377)
2CIN3
N =435 N =424
P 3,4 (5/147) 2,5 (5/201)
Pozitivni (1,1,7.8) (0,8,5.7)
Nelze vypocist Nelze vypocist
240 let Neaativni 0,0 (0/288) 0,0 (0/223)
9 (0,0, 1,3) (0,0, 1,6)
Prevalence (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku

cytologie.
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Upravené odhady klinické ucinnosti Aptima HPV Assay véetné citlivosti, specificity, PPV a NPV
pro detekci 2CIN2 a =CIN3 jsou uvedeny v Tabulka 13, stejné jako odhady pro komeréné
dostupny test DNA HPV. Neupravené odhady klinické u€innosti jsou uvedeny v Tabulka 14.
Aptima HPV Assay i komeréné dostupny test DNA HPV mély podobnou citlivost, specificita
byla vyrazné vyssi u Aptima HPV Assay (nepfekryvajici, 95% CI). Odhady prediktivni hodnoty
Aptima HPV Assay byly klinicky relevantni a podobné odhadim pro komeréné dostupny test
DNA HPV. NPV byly podobné, ale pro detekci 2CIN2 byla PPV pro Aptima HPV Assay mirné
vy$Si nez PPV pro komeréné dostupny test DNA HPV (4,7% vs. 3,7%).

Tabulka 13: NILM Populace = 30 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN2 a 2CIN3 (odhady s upravenym ovéfenim zkresleni) pfi uvodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Uginnost Odhad (95% CI) Odhad (95% Cl)
Citlivost (%) 31,0 (5,9, 56,1) 35,4 (3,8, 66,9)
Specificita (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,7 (93,2, 94,2)
2CIN2 PPV (%) 4,7 (2,9,7,6) 3,7 (2,3, 6,0)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevalence (%) 0,9 0,9
Citlivost (%) 61,5 (14,0, 100) 56,4 (0,4, 100)
Specificita (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 PPV (%) 3,3 (1,4,7,6) 2,3 (1,3, 4,1)
NPV (%) 99,9 (98,4, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevalence (%) 0,4 0,4
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Tabulka 14: NILM Populace = 30 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN2 a 2CIN3 (neupravené odhady) pfi uvodnim vysSetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =819 N =801*
Uginnost Odhad (95% Cl) Odhad (95% ClI)
Citlivost (%) (1755;’200) (53,1, 88,8) (1863’129) (62,4, 94,5)
Specificita (%) (50602/’7699) (59,2, 65,9) (3841%,7782) (45,2, 52,2)
2CIN2 PPV (%) (15%814) (3,4, 5,8) (163;‘481 7 (2,9,4,4)
NPV (%) (50%3;5005) (98,1, 99,6) (3891%284) (98,1, 99,8)
Prevalence (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
Citlivost (%) (19(;)/’191) (62,3, 98,4) (19(?/’19;) (62,3, 98,4)
Specificita (%) (50%?08) (59,0, 65,7) (3;38/’7590) (45,0, 52,0)
2CIN3 PPV (%) (10%214) (2,2,3,7) (102/‘441 7 (1,6, 2,7)
NPV (%) (509:3;5805) (99,1, 100) (3893323784) (98,9, 100)
Prevalence (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku
cytologie.
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Pfimé porovnani Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA HPV ukazuje, Ze
Aptima HPV Assay dosahuje podobné citlivosti a statisticky vyznamné lepS$i specificity testu
oproti komeréné dostupnému testu DNA HPV pro detekci 2CIN2, jak ukazuje pomér
skute€né pozitivnich a fale$né pozitivni hodnot (Tabulka 15 a Tabulka 16 v uvedeném
poradi).

Tabulka 15: NILM Populace = 30 let: Pomér skute¢né pozitivnich hodnot (Aptima HPV Assay/test
DNA HPV) pro Zzeny s 2CIN2 (neupravené odhady) pfi tvodnim vy3etieni

Test DNA HPV
Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 13 2 15 (78,9%)
Aptima HPV Assay

Negativni 3 1 4

Celkem 16 (84,2%) 3 19

Pomér skuteéné pozitivnich hodnot = 0,94 (15/16) (95% CI: 0,67, 1,20)

Tabulka 16: NILM Populace = 30 let: Pomér faleSné pozitivnich hodnot (Aptima HPV Assay/test
DNA HPV) pro Zeny s <CIN2 (neupravené odhady) pfi uvodnim vySetfeni

Test DNA HPV
Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 223 59 282 (36,1%)
Aptima HPV Assay
Negativni 178 322 500
Celkem 401 (51,3%) 381 782
Pomér falesné pozitivnich hodnot = 0,70 (282/401) (95% CI: 0,64, 0,77)
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NILM Populace 2 30 let: Klinicka u€¢innost Aptima HPV Assay po 3 letech studie

ZpuUsobilych pro dalsi fazi studie bylo 10 854 hodnotitelnych zen ve véku 30 let a starSich

s vysledky cytologie NILM a platnymi vysledky Aptima HPV Assay pfi avodnim vyS$etieni.

Z Zzen bez =2CIN2 dokoncilo naslednou Pap navstévu po 1 roce 66,9% (7 251/10 834), 60,2%
(6 522/10 825) po 2 letech a 58,6% (6 344/10 818) po 3 letech. Celkové 58,8% (6 380/

10 854) zen dokoncilo studii (mély =CIN2 pfi Gvodnim vySetfeni nebo pfi naslednych
vySetfenich, pfipadné absolvovalo pozadované navstévy).

Z 10 854 Zen mélo 540 (5,0%) pozitivni vysledky Aptima HPV Assay pfi uvodnim vySetieni.
Z téchto 540 Zen mélo 263 (48,7%) bud pozitivni, nebo negativni 3lety status onemocnéni na
zakladé vysledku cytologie nebo kolposkopie/biopsie. Zbyvajicich 10 314 Zen mélo negativni
vysledky Aptima HPV Assay pfi Uvodnim vySetfeni. Z téchto 10 314 Zzen mélo 5 943 (57,6%)
bud’ pozitivni, nebo negativni 3lety status onemocnéni. Z 6 206 Zen s 3letym statusem
onemocnéni mélo 47 zen 2CIN2 v&etné 23 Zen s 2CIN3; 6 159 Zen mélo normalni/CIN1 podle
konsensualniho revizniho histologického panelu. Vysledky Aptima HPV Assay a komer¢né
dostupného testu DNA HPV pfi Gvodnim vysSetfeni a 3lety status onemocnéni (zahrnuje
uvodni a nasledna vysetfeni) podle konsensualniho revizniho histologického panelu jsou
uvedeny v Tabulka 17.

Tabulka 17: NILM Populace = 30 let: Klasifikace Zzen zpusobilych pro dalSi faze podle vysledkl
Aptima HPV Assay pfi uvodnim vySetfeni, vysledkl testu DNA HPV pfi ivodnim vySetfeni a statusu
onemocnéni (2CIN2, 2CIN3, neovéfeno) stanovena pfi Uvodnim vySetfeni a v naslednych fazich

Ovéreny status Ovéreny status Neovéreny status
Vysledek onemocnéni: 2CIN2 onemocnéni: 2CIN3 onemocnéni
g Test DNA | Celkem _ = = <
Aptima HPV HPV sen Zeny s Zeny bez Zeny s Zeny bez Ztraceny
Assay onemocnénim | onemocnéni | onemocnénim | onemocnéni | v nasledné | Neuréity*
(2CIN2) (2CIN2) (2CIN3) (2CIN3) fazi
Pozitivni Pozitivni 360 22 154 15 161 165 19
Pozitivni Negativni 150 2 72 1 73 68 8
Pozitivni | 234V | 39 2 1 1 12 14 3
vysledek
Negativni Pozitivni 304 6 146 3 149 133 19
Negativni Negativni 9405 14 5455 3 5 466 3735 201
Negativni | 229 | 605 1 321 0 322 269 14
vysledek
Celkem| 10 854 47 6 159 23 6 183 4384 264

*Zeny, které mély abnormalni vysledky cytologickych test(i v nasledném obdobi a které nemély nasledny vysledek
konsensualniho revizniho histologického panelu a Zeny s neadekvatni cytologii pfi posledni navstévé. 174 Zen s neurcitym
statusem onemocnéni dokoncilo nasledna vysetfeni podle protokolu.

**635 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku
cytologie.

3 leté kumulativni riziko onemocnéni (=CIN2 a =CIN3) vychazi z Kaplanova-Meierova
odhadu (analyza pfeii\v/éni) a zahrnuje onemocnéni detekované pfi uvodnim nebo

vysledky cytologie), ale bez vysledku konsensualniho revizniho histologického panelu byly
zafazeny do analyzy pomoci metod vicenasobného zapocteni, aby bylo mozno pfedpovédét
polet Zen s onemocnénim, ktera by byla zjisténa, pokud Zeny podstoupily kolposkopii.

3 leté kumulativni odhady absolutniho a relativniho rizika pro detekci 2CIN2 a =CIN3 jsou
uvedeny v Tabulka 18.
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Tabulka 18: NILM Populace = 30 let: 3 leta kumulativni Absolutni a relativni rizika* onemocnéni
=CIN2 a =CIN3 pro vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pfi vodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
Pozitivni 7,39 6,42
(5,12, 10,59) 22,55 (4,50, 9,13) 22,71
>CIN2 Necativni 0,33 (12,68, 40,10) 0,28 (12,19, 42,29)
9 (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevalence (%) 0,68 0,68
Pozitivni 4,66 4,14
(2,94, 7,36) 4412 (2,62, 6,52) 51,33
>CIN3 Neaativn 0.11 (16,91, 115,10) 0.08 (17,74, 148,55)
9 (0,04, 0,25) (0,03, 0,22)
Prevalence (%) 0,34 0,35

*3 letd kumulativni rizika upravena pro dalS§i mozné chyby byla podobna rizikim v této tabulce. Vzhledem k o¢ekavanym
rozdilim v rizicich v 1. a 2. roce pro dvé skupiny Zen v navazujici studii (Zeny s kolposkopii pfi ivodnim vySetfeni a Zeny bez
kolonoskopie pfi Uvodnim vySetfeni) byla hlasena pouze 3leta kumulativni rizika pro kombinované skupiny.

3 letd kumulativni prevalence 2CIN2 a 2CIN3 u Zen s vysledky cytologie NILM pfi uvodnim
vySetfeni byla 0,68% a 0,34% v uvedeném pofadi. Relativni riziko 2CIN2 bylo 22,55 (95%
Cl: 12,68, 40,10), coz znamena, ze zZena s pozitivnim Aptima HPV Assay ma 22,55krat vétsi
pravdépodobnost onemocnéni 2CIN2 nez Zena s negativnim Aptima HPV Assay. Relativni
riziko 2CIN3 bylo 44,12 (95% CI: 16,91, 115,10).
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Klinicka u€innost Aptima HPV Assay se vzorky v konzerva¢nim roztoku SurePath

Vzorky SurePath oSetfené pomoci transportniho roztoku Aptima

Byly shromazdény vzorky v konzervaénim roztoku SurePath od kanadskych zen (n = 558),
které byly pozvany na naslednou schiizku z téchto divodu: jeden nebo vice abnormalnich
Pap testl, HPV infekce nebo jiny divod. Alikvotni podil (0,5 ml) kazdého vzorku byl
pfenesen do transferové zkumavky na vzorek Aptima a pak oSetfen pomoci transportniho
roztoku Aptima. Jeden replikat kazdého vzorku byl otestovan pomoci Aptima HPV Assay.
Samostatny alikvotni podil (1 ml) kazdého vzorku byl pouzit k testovani pomoci komeréné
dostupného testu PCR HPV. Kilinicka citlivost pro detekci onemocnéni, definovana jako
vysledek histologie 2CIN3, byla vypoctena pro Aptima HPV Assay i pro test PCR HPV,
jak je uvedeno v Tabulka 19, s pozitivnimi a negativnimi prediktivhimi hodnotami.

Tabulka 19: Uginnost Aptima HPV Assay a testu PCR HPV pro detekci =CIN3

Aptima HPV Assay Test PCR HPV
N = 558 N = 558
Uginnost Odhad (95% ClI) Odhad (95% ClI)
Citlivost (%) (28553'238) (72,8 — 96,3) (285%‘238) (72,8 — 96,3)
56,8 49,1
o o, ’ _ ’ —
Specificita (%) (301/530) (52,5-60,9) (260/530) (44,8 — 53,3)
9,8 8,5
9 , _ , _
PPV (%) (25/254) (8,1-11,2) (25/295) (7,0 - 9,5)
99,0 98,9
9 ’ _ , —
NPV (%) (301/304) (97,6 — 99,8) (260/263) (97,2-99,7)
Prevalence (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)
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Tabulka 20: Citlivost Aptima HPV Assay se vzorky v konzervacnich roztocich SurePath a ThinPrep

ThinPrep SurePath
Ge;:\tlyp Kopiilreakei | o, pozitivnich % pozitivnich
(95% Cl) (95% Cl)
16 60 (91,19%%9,7) (94,3201 00)
18 100 (94,(;20100) (94,3201 00)
31 25 (94,(;(10100) (86,?? 52(5)98,3)
33 60 (88,2 Ei'239,1) ©1 ,? Ei’39,7)
35 25 (94,3(10100) (94,(](101 00)
39 25 (94,3(10100) 81 ,g 1—‘26,4)
45 40 (94,(](10100) (86,?? 5—‘%8,3)
51 250 (94,(]20100) (94,(}201 00)
52 600 (94,(;(10100) 1 ,19 %\;9,7)
56 100 91 ,19 Ei'35‘39,7) (84,19 ?:’27,4)
o8 50 (ses,es,a 5—’%8,3) (84,19 3—’37,4)
59 75 (ss,g ei';9,1) 81 ,g 1-‘ge,4)
66 150 (91 ,19 ii'?s)agj) (86,?? 5:(s)aa,:a)
68 30 (88,2 E1'139,1) (84,19 3-%7,4)
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Uginnost Aptima HPV Assay pii odbéru cervikalnich vzork a jejich transportu

Sparované vzorky v konzervacénim roztoku ThinPrep a vzorky soupravy Aptima CSCT byly
odebrany od 735 subjektd. Jeden mililitr (1,0 ml) kazdého vzorku v konzervaénim roztoku
ThinPrep byl nafedén do 2,9 ml pfepravniho roztoku pro vzorky Aptima a jeden replikat byl
otestovan pomoci Aptima HPV Assay v systému Tigris DTS. Jeden replikat kazdého vzorku
CSCT byl rovnéz testovan pomoci Aptima HPV Assay. Byla uréena procentualni shoda
Aptima HPV Assay mezi vzorkem v konzervaénim roztoku ThinPrep a vzorkem CSCT,
vysledky jsou uvedeny v Tabulka 21.

Procentualni pozitivni shoda dosahla hodnoty 95,9% (95% CI: 92,6 — 97,8); procentualni
negativni shoda dosahla hodnoty 95,5% (95% CI: 93,3 — 97,0); celkova shoda dosahla
hodnoty 95,6% (95% CI: 93,9 — 96,9). Byla pozorovana silna korelace mezi kapalnymi
cytologickymi vzorky a vzorky v transportni soupravé (kappa = 0,90).

Tabulka 21: Celkové vysledky shody Aptima HPV Assay mezi vzorky v konzervaénim roztoku
ThinPrep a vzorky v soupravé pro odbér a transport cervikalnich vzorkd Aptima testovanymi
v systému Tigris DTS

Vzorek v konzervaénim roztoku
ThinPrep
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 234 22 256
Vzorek soupravy Aptima CSCT
Negativni 10 469 479
Celkem 244 491 735

Pozitivni shoda = 95,9% (92,6 — 97,8)

Negativni shoda = 95,5% (93,3 — 97,0)
Celkova shoda = 95,6% (93,9 — 96,9)

koeficient kappa = 0,90
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Analyticka citlivost

Limit detekce (LOD) pfi klinickém cutoff je koncentrace RNA HPV, ktera poskytuje kladny
vysledek (nad klinicky cutoff) 95% celkového €asu. LOD Aptima HPV Assay byl urCena
testovanim zfedénych paneld transkriptl in vitro (IVT) pro vSech 14 vysoce rizikovych
genotypl a 4 bunécné linie infikované HPV: SiHa, HeLa, MS751 a ME180 (ATCC, Manassas,
Virginia). Pro panely IVT byl transportni roztok vzorkd pfed testovanim uméle obohacen

o IVT v riznych koncentracich a poté zfedén jednotlivymi negativnimi vzorky v konzervaénim
roztoku ThinPrep. Pro panely bunék infikovanych HPV byly fondy HPV negativnich vzorku
v konzervaénim roztoku ThinPrep pfed testovanim uméle obohaceny o HPV infikované
buriky v rdznych koncentracich a poté zfedény transportnim roztokem vzorku. Tficet replikatu
kazdé urovné kopii bylo testovano s kazdou ze dvou $arzi reagencii pro celkem 60 replikatu.
Testovani bylo provadéno v pribéhu 14 dni, pfi 1 az 12 cyklech provedenych denné a

s 5 replikaty daného genotypu a testovani koncentrace v kazdém cyklu. Detekéni limit 95%
byl vypocten z probitové regresni analyzy vysledkl pozitivity pro kazdy panel fedéni.

Vysledky probitové regresni analyzy, Tabulka 22, ukazuji, Zze HPV 16, 18, 31, 33, 35, 38, 45,
58, 59 a 68 mély 95% detekeni limity pfi méné nez 100 kopiich/reakci a typy 51, 52, 56 a 66
mély 95% detekéni limity pfi 100 az 300 kopiich/reakci. Ctyfi testované buné&éné linie mély
95% detekéni limity mendi nez 1 burka/reakci.

Tabulka 22: Limit detekce v klinickém cutoff Aptima HPV Assay

cil Limit detekce*
(95% CI)

HPV 16 48,7 (36,6 — 72,2)
HPV 18 80,9 (60,4 — 118,4)
HPV 31 18,6 (14,2 - 27,3)
HPV 33 49,1 (37,0-71,3)
HPV 35 19,1 (14,2 -29,1)
HPV 39 24,6 (19,1 - 34,4)
HPV 45 33,8 (25,7 - 49,4)
HPV 51 206,6 (157,5 — 297,7)
HPV 52 266,2 (205,5 — 373,8)
HPV 56 100,1 (81,9 — 129,9)
HPV 58 48,0 (37,3-68,7)
HPV 59 49,0 (36,4 —75,9)
HPV 66 168,7 (129,6 — 241,1)
HPV 68 27,0 (20,3 -40,1)

SiHa 0,30 (0,24 — 0,43)

HelLa 0,18 (0,14 — 0,29)
ME180 0,11 (0,09 - 0,16)
MS751 0,19 (0,14 - 0,33)

*pocet kopii na reakci u transkriptQ in vitro a bunék na reakci u bunéénych linii
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Presnost testu

Presnost Aptima HPV Assay byla hodnocena ve dvou studiich pomoci stejného 20 &lenného
panelu. 1. studie provedena na 3 externich testovacich pracovistich méla urcit
reprodukovatelnost testu. 2. studie provedena interné méla zméfit opakovatelnost testu. Panel
obsahoval 10 ¢lentd HPV pozitivnich s koncentracemi na limitu detekce testu nebo nad nim
(oCekavana pozitivita: 2 95%), 4 ¢leny HPV pozitivni s koncentracemi pod limitem detekce
testu (oCekavana pozitivita: > 0% az < 25%) a 6 ¢lend HPV negativnich. HPV pozitivni &leny
panelu byly pfipraveny obohacenim transkriptd RNA in vitro (IVT) do transportni zivné pudy
vzorkd (STM) nebo HPV infikovanych kultivovanych bunék (SiHa, HeLa, ME180 a MS751;
ATCC, Manassas, Virginia) v roztoku PreservCyt. HPV negativni ¢leny panelu byly pfipraveny
pomoci STM nebo smésnych rezidualnich vzorkd v konzervaénim roztoku ThinPrep.

V ramci 1. studie 2 laboranti na kazdém ze 3 testovacich pracovist (1 pfistroj na pracovisté)
provedli 1 pracovni seznam Aptima HPV Assay denné po 3 dny pro kazdou ze 3 Sarzi
reagencii. Kazdy pracovni seznam obsahoval 3 replikaty kazdého z ¢len panelu
reprodukovatelnosti. Sto Sedesat dva (162) jednotlivych zkumavek se vzorky bylo testovano pro
kazdy ¢len panelu (3 pracovisté x 1 pfistroj x 2 laboranti x 3 Sarze x 3 pracovni seznamy x

3 replikaty). Ve 2. studii bylo provedeno testovani interné po dobu 20 dni s celkem

162 reakcemi testovanymi pro kazdy ¢len panelu (1 misto x 3 pfistroje x 3 laboranti x 3 Sarze x
2 pracovni seznamy x 3 replikaty).

Cleny panelu jsou popsany v Tabulka 23a (panel ¢len(i s o&ekavanymi pozitivnimi vysledky)
a Tabulka 23b (panel ¢lent s oCekavanymi negativnimi vysledky), spolu se shrnutim
souhlasu s oCekavanymi vysledky a hodnotami S/CO analytu v 2,5., 50. a 97,5. percentilech
distribuce S/CO. Variabilita S/CO analytu pro ¢leny panelu s o¢ekavanymi pozitivnimi
vysledky je uvedena v Tabulka 24 pro 1. studii a v Tabulka 25 pro 2. studii.

Pozitivni shoda pro HPV pozitivni ¢leny panelu s koncentracemi na nebo nad limitem
detekce testu se pohybovala od 95,1% do 100% v 1. studii a od 93,2% do 100% v 2. studii
pro 9 z 10 ¢lenl panelu. Zbyvajici HPV pozitivni ¢len panelu dosahl 77,2% shody v 1. studii
a 79,0% shody ve 2. studii, tedy méné nez olekavané, ale byl v ramci 2 studii konzistentni.
Negativni shoda pro HPV vysoce negativni ¢leny panelu s koncentracemi pod limitem
detekce testu se pohybovala od 78,8% do 93,8% v 1. studii a od 82,1% do 95,7% ve

2. studii. Shoda s oCekavanymi vysledky pro HPV negativni ¢leny panelu se pohybovala

od 96,9% do 100% v 1. studii a od 96,3% do 100% ve 2. studii.
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Popis panelu
(kopii nebo
bunék/reakci)

1. studie
(3 testovaci pracovisté)

2. studie
(1 testovaci pracovisté)

% pozitivni shody
(95% CI)

% pozitivni shody
(95% CI)

HPV 16 a HPV 18
IVT (100 kopii)

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

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

Bunky SiHa (3 bunky) a
buriky HelLa (7,5 bunék)

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

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

HPV 18 IVT 100 (162/162) 100 (160/160)
(100 kopii) (97,7, 100) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 100 (162/162)
(100 kopii) (97,7, 100) (97,7, 100)
Buiiky MS751 99,4 (161/162) 96,9 (157/162)
(1 bufika) (96,6, 99,9) (93,0, 98,7)
Buiiky ME180 95,1 (154/162) 93,2 (151/162)
(0,3 buiiky) (90,6, 97,5) (88,3, 96,2)
HPV 18 IVT 99,4 (161/162) 100 (162/162)
(30 kopii) (96,6, 99,9) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 97,5 (158/162)
(30 kopii) (97,7, 100) (93,8, 99,0)
Buitky Hela 100 (162/162) 95,6 (152/159)
(2,5 buiiky) (97,7, 100) (91,2, 97,9)
Buiiky SiHa 77,2 (125/162) 79,0 (128/162)
(1 burika)* (70,1, 83,0) (72,1, 84,6)

IVT = transkript in vitro. IVT byl pfidan do STM a buriky byly pfidany do roztoku PreservCyt.
*Ocekavané % pozitivni shody ~95%; pozorovana nizsi mozna kvili variabilité vyroby ¢lena panelu.

Tabulka 23a: 1. a 2. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Popis panelu, pozitivni shoda
a distribuce percentil hodnot analytu S/CO pro ¢leny panelu s o€ekavanymi pozitivnimi vysledky
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Tabulka 23b: 1. a 2. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Popis panelu, negativni shoda
a distribuce percentil hodnot analytu S/CO pro ¢leny panelu s o€ekavanymi negativnimi vysledky

Popis panelu
(kopii nebo
bunék/reakci)

1. studie
(3 testovaci pracovisté)

2. studie
(1 testovaci pracovisteé)

% negativni shody
(95% Cl)

% negativni shody
(95% Cl)

(0,05 bunky)*

(72,1, 84,6)

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

(75,5, 87,2)

Bunky SiHa 93,8 (152/162) 95,7 (155/162)
(0,03 bunky)* (89,0, 96,6) (91,4, 97,9)
wsmer | CoUEIE | 0w
wsme | ACSUTE) | oo
wses | SACS[eN | wineT
el
gz | SOOI | S0
oy | OO | s i(ee)

STM = transportni Zivna puda vzork(; IVT = transkript in vitro. IVT byl pfidan do STM a buriky byly pfidany do roztoku

PreservCyt.

*Ocekavané % negativni shody > 75% a < 100%.
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Tabulka 24: 1. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Variabilita signalu pro ¢leny panelu
s oCekavanymi pozitivnimi vysledky

. . . Mezi \'
Mezi Mezi Mezi - .
i racovisti | laborant sarsemi pracovnimi | pracovnich Celkem
Popis panelu pracovisti y zemi seznamy | seznamech
(kopie nebo Stredni
bunky/reakci) n S/ICO | SO [KV (%)| SO |KV (%)| SO [KV (%)| SO |KV (%)| SO KV (%)| SO |KV (%)

HPV 16 a HPV 18 IVT

A
(100 kopii) 161 234 (01| 04 |01 04 | 09| 40 0 0 16| 70 19| 81

Buiiky SiHa (3 bufiky) a

buiiky HeLa (7,5 bunék) 162 | 17,9 0 0 1,4 8,1 0 0 0,6 3,1 51| 286 | 53 | 29,9

HPV 18 IVT(100 kopii) 162 | 11,8 0 0 0 0 0,8 6,4 0,1 0,9 121 101 | 14 | 12,0

HPV 16 IVT(100 kopii) 162 108 [0,2| 15 0 0 0,1 1.1 0,3 2,6 0,3 3,1 05| 45

Burniky MS751 (1 burika) | 162 | 13,3 |0,3| 2,1 0 0 1,0 7,8 0,9 7,1 22| 162 | 26 | 194

Buriky ME180 (0,3 buriky) | 162 6,5 02| 32 0 0 0,6 8,6 0,4 5,5 24 | 36,2 | 25 | 37,7

HPV 18 IVT(30 kopii) 162 9,0 07| 73 0 0 0,7 7,2 0,8 8,3 23| 253 | 26 | 285

HPV 16 IVT(30 kopii) 162 | 108 [0,1| 0,8 0 0 0,1 1,3 0,4 3,8 0,9 8,4 1,0 93

Bunky Hela (2,5 buiiky) | 162 | 124 0 0 0,4 3,3 0,4 3,1 0 0 23| 184 | 24 | 19,0

Bunky SiHa (1 burika) | 162 7,5 03| 37 1,0 | 13,0 0 0 0 0 48 | 636 | 49 | 650

SO = standardni odchylka; KV = koeficient variace; IVT = transkript in vitro; S/ICO = pomér signalu ke cutoffu
AJeden vzorek mél neplatny vysledek Aptima HPV Assay a nebyl zahrnut do analyz.

Poznamka: Variabilita nékterych faktori muze byt iselné zaporna. K tomu mize dojit, pokud je variabilita vzhledem k temto
faktoram velmi mala. V téchto pripadech jsou SO a KV zobrazeny jako 0.
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Tabulka 25: 2. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Variabilita signalu pro ¢leny panelu
s oCekavanymi pozitivnimi vysledky

. . . Mezi \"
Mezi Mezi Mezi i .
- . . s pracovnimi | pracovnich Celkem
Popis panelu pristroji laboranty Sarzemi seznamy | seznamech
(kopie nebo Stredni
buriky/reakci) n S/ICO | SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO [KV (%)| SO |KV (%)| SO [KV (%)

HPV 16 a HPV 18 IVT

(100 Kopii) 162| 232 | 04| 15 | 06| 23 |08 34 |08 34 | 15| 63 |20 | 84

Buiiky SiHa (3 buiiky) a

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

HPV 18 IVT(100 kopii) [160*| 11,9 0,1 0,6 |02 16 (08| 70 |04 | 36 13| 1,3 | 1,7 | 13,8

HPV 16 IVT(100 kopii) 162 | 10,8 0 0 0,1 1,3 0 0 02| 22 0,7 6,1 0,7 6,6

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

Buriky ME180 (0,3 buriky) | 162 5,8 0 0 06| 108 (05| 94 |22 369 | 17| 297 | 29 | 495

HPV 18 IVT(30 kopii) 162 8,8 04| 44 (05| 60 |07]| 79 10| 15 |19 ] 214 | 24 | 26,6

HPV 16 IVT(30 kopii) 162 | 10,5 0 0 0,1 13 (02| 20 16| 149 [ 12| 11,2 | 20| 18,8

Bunky Hela (2,5 buriky) |159*| 12,0 06| 51 10| 85 0 0 28| 238 | 20 | 166 | 3,7 | 30,6

Bunky SiHa (1 burika) | 162 74 0,9 | 1256 0 0 0,7] 93 1,8 24 42 | 56,8 | 4,7 | 63,8

SO = standardni odchylka; KV = koeficient variace; IVT = transkript in vitro; S/ICO = pomér signalu ke cutoffu
APét vzorkd mélo neplatny vysledek Aptima HPV Assay (2 pro HPV 18 IVT (100 kopii), 3 pro buriky HelLa (2,5 buriky)) a
nebyly zahrnuty do analyz.

Poznamka: Variabilita nékterych faktort muze byt Ciselné zaporna. K tomu maze dojit, pokud je variabilita vzhledem k témto
faktoram velmi mala. V téchto pripadech jsou SO a KV zobrazeny jako 0.

Probéhla tieti studie, ktera méla zjistit reprodukovatelnost testu testovanim 6&lenného panelu
smésnych klinickych vzorkd v konzervaénim roztoku ThinPrep. Sest jedineénych fondd
rezidualnich HPV negativnich vzorkd v konzervac¢nim roztoku ThinPrep bylo pfipraveno jako
matrice, z nichZ dvé byly testovany jako HPV negativni &leny panelu. Ctyfi jedineéné fondy
HPV pozitivnich vzorkd v konzervaénim roztoku ThinPrep byly pouzity pro pfipravu nizce
(n = 2) a vysoce (n = 2) HPV pozitivnich ¢lent panelu. Nizce pozitivni ¢leny panelu mély
koncentrace na limitu detekce testu (oCekavana pozitivita: =2 95% pro kazdy jednotlivy HPV
pozitivni fond z testovani sériovych fedénich fondu). Vysoce pozitivni ¢leny panelu mély u
1-2 protokolt koncentrace nad predpokladanym limitem detekce pro kazdy jednotlivy HPV
pozitivni fond (oCekavana pozitivita: 100% pozitivita). Kazdy €len panelu byl v den testovani
pfenesen (1 ml) do transferové zkumavky na vzorek Aptima obsahujici STM. Testovani bylo
provedeno interné 2 laboranty pomoci 1 Sarze reagencie a 3 pfistrojd béhem 6 dni (3 dny na
kazdého laboranta), ktefi testovali 2 cykly na den, kdy byl panel testovan v duplikatu.

Cleny panelu jsou popsany v Tabulka 26, spolu se shrnutim shody s oekavanymi vysledky
a hodnotami S/CO analytu v 2,5., 50. a 97,5. percentilech distribuce signalu. Variabilita S/CO
analytu pro €leny panelu s oekavanymi pozitivnimi vysledky je uvedena v Tabulka 27.

Shoda byla 100% pro vysoce HPV pozitivni €éleny panelu, = 98,6% pro nizce HPV pozitivni
Cleny panelu a = 94,4% bylo pro HPV negativni ¢leny panelu.
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Tabulka 26: 3. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Popis panelu, procento shody

Popis panelu ‘2/;;55‘;03'))/
Nizce pozitivni 1 S()gfs(,gs/;:))
Nizce pozitivni 2 1(825()721/(;(?))

Vysoce pozitivni 1 1(825()721/(35))
Vysoce pozitivni 2 1(825()721/(;(?))
Negativni 1 ?st(,ggg))
Negativni 2 S(’gg,lG(,Gggg))

Tabulka 27: 3. studie reprodukovatelnosti Aptima HPV Assay: Analyza signalu pro ¢leny panelu
s oCekavanymi pozitivnimi vysledky

. . . Mezi \'}
Mezi Mezi Mezi . .
- . . pracovnimi | pracovnich Celkem
pristroji laboranty Sarzemi
seznamy | seznamech
Stredni
Popis panelu n S/ICO SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)

Nizce pozitivni 1 72 9,8 0 0 0 0 0 0 22| 228 | 30| 304 | 3,7 | 380
Nizce pozitivni 2 72 10,5 0 0 22| 21,0 | 0,9 9,0 37| 353 | 27| 261 | 52 | 495
Vysoce pozitivni 1 72 22,7 1,3 5,6 0 0 0,1 0,5 3,0 13,3 | 3,7 16,4 | 5,0 | 219
Vysoce pozitivni 2 72 23,9 0 0 0 0 0 0 291 123 [ 30| 124 | 42 | 174

SO = standardni odchylka; KV = koeficient variace; S/CO = pomér signalu ke cutoffu

Poznamka: Variabilita nékterych faktord muze byt Ciselné zaporna. K tomu mize dojit, pokud je variabilita vzhledem k témto
faktoram velmi mala. V téchto pripadech jsou SO a KV zobrazeny jako 0.
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Zkfizena reaktivita

Analyticka specificita Aptima HPV Assay byla hodnocena s roztokem Zzivné pldy PreservCyt
zfedénym v poméru 1:2,9 s STM a obohacenym o kultivované bakterie, kvasinky nebo
plisné, o kultivovany virus nebo transkripty HPV s nizkym stupném rizika in vitro. Organismy
a testované koncentrace jsou uvedeny v Tabulka 28. Kritéria studie pro posuzovani vlivu

pritomnosti mikroorganismd na specificitu testu byly zalozeny na pozitivité. Zkfizena
reaktivita s nizce rizikovymi genotypy HPV 26, 67, 70 a 82, s Zadnym jinym z ostatnich

testovanych organismd.

Tabulka 28: Panel analytické specificity: Organismy a koncentrace bez zkfizené reaktivity

Organismus

Koncentrace
testu bez
zkfizené reaktivity

Organismus

Koncentrace
testu bez
zkfizené reaktivity

Bakterie
Acinetobacter Iwoffii 1x10°® CFU/ml Listeria monocytogenes 1x10° CFU/ml
Actinomyces israelii 1x10® CFU/ml Micrococcus luteus 1x10® CFU/ml
Alcaligenes faecalis 1x10® CFU/ml Mobiluncus curtisii 2x10” CFU/ml
Atopobium vaginae 5x10” CFU/ml Mycobacterium smegmatis 1x10® CFU/ml

Bacillus cereus

1x10° CFU/ml

Mycoplasma fermentans

5x10" CFU/mlI

Bacteroides fragilis 1x10° CFU/ml Mycoplasma genitalium 1x10° CFU/ml
Bacteroides ureolyticus 1x10° CFU/ml Mycoplasma hominis 5x10” CFU/mlI
Bifidobacterium adolescentis 1x10° CFU/ml Neisseria gonorrhoeae 1x10° CFU/ml
Bifidobacterium breve 1x10° CFU/ml Ngﬁ;ﬁ:@got’r’;’;hoonizgsa 223:;3 ;g::DLJS /Or?r:ﬂ
Campylobacter fetus-fetus 1x10° CFU/ml Neisseria meningitidis 1x10° CFU/ml
Chlamydia trachomatis 3,2x10° TCID5g/ml Peptoniphilus lacrimalis 1x10° CFU/ml

Clostridium difficile

6x10" CFU/ml

Peptostreptococcus anaerobius

1x10° CFU/ml

Clostridium perfringens 1x10® CFU/mlI Propionibacterium acnes 1x10® CFU/mlI
Corynebacterium genitalium 1x10° CFU/mlI Proteus mirabilis 1x10° CFU/ml
Corynebacterium xerosis 1x10° CFU/ml Proteus vulgaris 1x10°® CFU/ml
Enterobacter cloacae 1x10° CFU/ml Providencia stuartii 1x10° CFU/ml
Enterococcus faecalis 1x10° CFU/ml Pseudomonas aeruginosa 1x10° CFU/ml

Escherichia coli

1x10° CFU/ml

Ruminococcus productus

1x10° CFU/ml

Finegoldia magna

1x10° CFU/ml

Serratia marcescens

1x10° CFU/ml

Fusobacterium nucleatum 1x10° CFU/ml Staphylococcus aureus 1x10° CFU/mlI
Gardnerella vaginalis 1x10® CFU/ml Staphylococcus epidermidis 1x10® CFU/mlI
Haemophilus ducreyi 1x10° CFU/ml Staphylococcus saprophyticus 1x10° CFU/ml

Klebsiella pneumoniae 1x10° CFU/ml Streptococcus agalactiae 1x10° CFU/ml

Lactobacillus acidophilus

1x10° CFU/ml

Streptococcus pyogenes

1x10° CFU/ml

Lactobacillus crispatus

1x10° CFU/ml

Streptococcus sanguinis

1x10° CFU/ml

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1x10° CFU/ml

Ureaplasma urealyticum

1x10° CFU/ml

Lactobacillus jensenii

1x10° CFU/ml
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Tabulka 28: Panel analytické specificity: Organismy a koncentrace bez zkFizené reaktivity
(pokracovani)

Koncentrace Koncentrace
Organismus testu bez Organismus testu bez
zkfizené reaktivity zkrizené reaktivity

Kvasinky/prvoci

Candida albicans 1x10° CFU/mI H Trichomonas vaginalis 110" bunk/m
Viry
Adenovirus 2 1x10” vp/ml Herpes simplex virus 1 2,5%10° TCID5o/ml
Cytomegalovirus 5,6x10% TCIDgo/ml Herpes simplex virus 2 5%10* TCIDgp/ml
Epstein-Barr virus 4,3x10° vp/ml SV40 1,2x10* TCIDgo/ml
HIV-1 1,0x10° kopii/ml
Necilené genotypy HPV
HPV 6 2,5%10° kopii/ml HPV 61 2,5%10° kopii/ml
HPV 11 2,5%10° kopii/ml HPV 67 1 kopie/ml
HPV 26 2,5 kopie/ml HPV 69 2,5%10° kopii/ml
HPV 30 2,5%10° kopii/ml HPV 70 1 kopie/ml
HPV 34 2,5%10° kopii/ml HPV 71 2,5%10° kopii/ml
HPV 42 2,5%10° kopii/ml HPV 73 2,5%10° kopii/ml
HPV 43 2,5%10° kopii/ml HPV 81 2,5%10° kopii/ml
HPV 44 2,5%10° kopii/ml HPV 82 1 kopie/ml
HPV 53 2,5%10° kopii/ml HPV 85 2,5%10° kopii/ml
HPV 54 2,5%10° kopii/ml
vp = virové Castice CFU = jednotky tvofici kolonie TCIDgg = infekéni davka tkanové kultury 50

Poznamka: Tucny text oznacuje typy, kde byla zaznamenana zkfiZzena reaktivita (> 5 % pozitivita) pfi testovani v koncentracich
vétSich, nez je uvedeno v tabulce.

Analyticka citlivost Aptima HPV Assay v pfitomnosti mikroorganismu byla vyhodnocen se
stejnym panelem popsanym v Tabulka 28, ktery byl také obohacen nizkou koncentraci HPV
infikovanych SiHa bunék (1 burika na reakci). Kritéria studie pro posuzovani vlivu pfitomnosti
mikroorganismu na citlivost testu byly zaloZeny na pozitivité. Citlivost Aptima HPV Assay
nebyla ovlivnéna zadnym z testovanych organism.

Interference

Latky popsané v Tabulka 29 byly jednotlivé pfidany do roztoku PreservCyt rozfedénym
pomoci STM pfi 1% a 10% obj/obj nebo hmot/obj; potom byly testovany pomoci Aptima HPV
Assay. VSechny latky byly testovany v pfitomnosti a nepfitomnosti kultivovanych bunék
infikovanych HPV (SiHa, 3 buriky/reakci). Interference byly pozorovany u dvou ze sedmi
lubrikantd obsahujicich Polyquaternium 15 a jednoho z péti antimykotik, které obsahovalo
tiokonazol. Interference nebyly pozorovany u zadnych dalSich testovanych latek.
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Tabulka 29: Latky testované pro pfipadnou interferenci s Aptima HPV Assay

Kategorie produktti

Znacka nebo typ produktu

Nejvyssi testovana koncentrace*,
ktera neinterferovala s uc¢innosti
testu

Lubrikant KY Sensual Mist 10% obj/obj
KY Warming Jelly 10% hmot/obj
KY Warming Liquid 10% obj/obj
Osobni lubrikant znacky CVS 10% hmot/obj
Hrejivy masazni krém a osobni lubrikant znacky Target 10% obj/obj
. . . 0,3% hmot/obj
Osobni lubrikant Astroglide (testovaci vzorek 0,075% hmot/obj)
Do . < 0,1% obj/obj
Lubrikaéni kapalina znacky Target (testovaci vzorek 0,025% objfobj)
Spermicid Vaginalni antikoncepce Gynol Il Original Formula 10% hmot/obj

Vaginalni antikoncepce Gynol Il Extra Strength

10% hmot/obj

Vaginalni antikoncepéni péna Delfen

10% hmot/obj

Vaginalni antikoncepce Encare

10% hmot/obj

Vaginalni antikoncepce Conceptrol

10% hmot/obj

Antimykotika/
potlaceni svédéni

Vagisil Maximum Strength

10% hmot/obj

Monistat Soothing Care

10% hmot/obj

Monistat 3 Combination Pack

10% hmot/obj

Target Tioconazole 1

0,3% hmot/obj
(testovaci vzorek 0,075% hmot/obj)

Target Miconazole 3

10% hmot/obj

Ledova kyselina octova

EMD M/N AX0073-11

10% obj/obj

PIna krev

PIna krev

10% obj/obj

*Osobni lubrikanty obsahujici Polyquaternium 15.
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Ocekavané vysledky testi systému Panther: Prevalence vysoce rizikové
mRNA HPV

Prevalence infekce vysoce rizikovym HPV se znaéné liSi a je ovlivnéna nékolika faktory,

z nichz nejvyznamnéjSim je vék.*>* Mnohé studie zkoumaly prevalenci HPV uréenou pomoci
detekce DNA HPV, ale pouze nékolik studii hlasi prevalenci zaloZzenou na detekci onkogenni
mRNA HPV. Zeny z fady klinickych pracoviét (n = 18) predstavuijici Siroké geografické
rozlozeni a rozmanitou populaci (10 statd v USA) bylo zafazeno do prospektivni klinické
studie s nazvem CLEAR.* Jak bylo uréeno pomoci Aptima HPV Assay v systému Panther,
prevalence mRNA HPV pozitivnich vzorku zjisténa v klinickém hodnoceni byla kvalifikovana
celkové, podle vékovych skupin a testovaciho pracovisté. Vysledky jsou uvedeny v

Tabulka 30 pro ASC-US (atypické dlazdicové buriky neuréeného vyznamu) a NILM (negativni
intraepitelialni Iéze nebo malignity) v populaci.

Tabulka 30: Prevalence mRNA vysoce rizikového HPV podle vékovych skupin, testovaciho
pracovisté a celkem

% poméru pozitivity (x/n)

ASC-US NILM
Populace (2 21 let) Populace (2 30 let)

Vie 42,3 (404/956) 4,7 (512/10 860)

Vékova skupina (roky)

21az29 60,0 (251/418) Neuplatriuje se
30 az 39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4192)
240 19,0 (52/273) 3,4 (226/6668)

Testovaci pracovisté

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)

Neuplatriuje se = Neni k dispozici
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Usporadani klinické studie Aptima HPV Assay se vzorky v konzervacnim
roztoku ThinPrep

Aptima HPV Assay v systému Panther byl hodnocen pomoci rezidualnich vzork( referenéni
cytologie odebranych od plnoletych Zen béhem prospektivni, multicentrické americke klinické
studie pod nazvem CLEAR.*

Klinicka studie CLEAR - Givodni hodnoceni

Klinicka studie CLEAR byla provedena k ur€eni klinické ucinnosti Aptima HPV Assay

v systému Tigris DTS pro detekci cervikalni intraepitelialni neoplazie stupné 2 nebo
hodnoceni a nasledné hodnoceni po 3 letech. Zeny byly zafazeny do studie ASC-US nebo
studie NILM na zakladé vysledku cytologie z rutinniho screeningu rakoviny délozniho Cipku.
Studie ASC-US zahrnovala populaci Zen 21 let a star3i s vysledky cytologie ASC-US a studie
NILM zahrnovala populaci Zzen 30 let a starsi s vysledky cytologie NILM. Ugelem studie NILM
byla podpora naroku na doplfikova vySetieni u zen ve véku od 30 let, protoZe Zeny v této

kolposkopii bez ohledu na svuj status HPV.*

Zatrazeny byly Zeny z 18 klinickych pracovist, pfevazné gynekologickych/porodnich Klinik,
zahrnujici Siroké geografické rozlozZeni a pestrou populaci. Tyto Zeny byly rozdéleny do studii
ASC-US a NILM na zakladé jejich referen¢nich vzorkd v konzervaénim roztoku ThinPrep. P¥Fi
uvodnim vysetfeni byly nejprve testovany zbyvajici referenéni vzorky od zen ve studii ASC-US
nebo studii NILM pomoci Aptima HPV Assay v systému Tigris DTC a komeréné dostupného
testu DNA HPV. Vzorky potom byly archivovany a skladovany pfi teploté -70 °C, dokud nebyly
nasledné otestovany pomoci Aptima HPV Assay v systému Panther.

Pfi tvodnim vySetieni klinické studie CLEAR (uvodni faze) byla u vSech zen ve studii ASC-US
provedena kolposkopie, bez ohledu na jejich vysledky testu HPV. Byly ziskany biopsie
endocervikalni kyretaze (ECC) a biopsie cervikalniho vzorku (1 biopsie z kazdého ze

4 kvadrant(). Pokud byla viditelna léze, byla provedena biopsie cervikalniho vzorku (fizena
metoda, 1 biopsie na lézi) a v kvadrantech bez viditelné 1éze byla provedena biopsie
skvamokolumnarni junkce (nahodna metoda).

Ve studii NILM byla pfi avodnim vySetfeni u Zen s pozitivnim Aptima HPV Assay v systému
Tigris DTS nebo komeréné dostupnym testem DNA HPV, stejné jako u nahodné vybranych
Zen s negativnim vysledkem obou testl, provedena kolposkopie. Nahodné vybrané zeny,

u kterych byly oba testy negativni, byly zahrnuty s ohledem na korekci ovéfeni zkresleni

s upravenym odhadnutym vykonem generovanym pomoci metody vicenasobného zapocteni.
Biopsie ECC byla ziskana od kazdé zeny, ktera podstoupila kolposkopii. Punch biopsie byly
ziskany pouze z viditelné |éze (fizena metoda; 1 biopsie na lézi).

Status onemocnéni byl uréen pomoci konsensualniho revizniho histologického panelu, ktery
byl zalozen na shodé nejméné 2 odbornych patologli. Odborni patologové neznali status
HPV u danych zen. Skryt byl také status cytologie, jakoz i diagndza histologie druhého
odbornika. Pokud se vSichni 3 patologové neshodli, vSichni 3 patologové revidovali vzorky
pomoci vice-hlavého mikroskopu, aby dosahli konsensu. Vyzkumnici, I€kafi ani zeny neznali
vysledky testu HPV aZ do skonceni kolposkopie, aby se zabranilo zkresleni.

Pfi uvodnim vySetfeni byla hodnocena klinicka ucinnost Aptima HPV Assay pro detekci

onemocnéni (ZCIN3) vzhledem ke stavu cervikalniho onemocnéni uréenému pfi tvodnim
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vySetieni. Byla také urCena klinicka u€innost komeréné dostupného testu DNA HPV pro
pfimé srovnani s vysledky Aptima HPV Assay.

Klinicka studie CLEAR — nasledné hodnoceni

Zeny ve studii NILM ze 14 klinickych pracovist byly zp(isobilé k G&asti v nasledné 3 leté fazi
studie, pokud: i) pfi uvodnim vysSetfeni absolvovaly kolposkopii a nemély =CIN2 nebo ii) pfi
uvodnim vySetieni kolposkopii neabsolvovaly. Nasledna faze studie se skladala z
kazdoroCnich navstév. Pri téchto navstévach byl u kazdé Zeny proveden odbér cervikalniho
vzorku pro cytologii a nékteré Zzeny byly také testovany pomoci komeréné dostupného testu
provedena kolposkopie pomoci stejné biopsie a byly provedeny histologické postupy
vySetifeni pro hodnoceni zakladnich udajd studie NILM. Status cervikalniho onemocnéni pfi
nasledné navstévé byl povazovan za ,negativni“ podle vysledkd cytologie NILM, pfipadné
u Zzen s abnormalnimi vysledky cytologickych testd, na zakladé normalnich vysledk( nebo
vysledkd konsensualniho revizniho histologického panelu CIN1. U Zen, u kterych bylo

v nasledném obdobi zjisténo =CIN2, bylo nasledné obdobi oznadeno jako ukonéené; po
jisténi 2CIN2 jiz v navstévach nepokracovaly. U Zen, u kterych nebylo v nasledném obdobi
zjisténo 2CIN2, ale které se studie ucastnily navstévou v 1. nasledném roce, pfipadné

ve 2. nasledném roce a které se studie zucastnily navstévou ve 3. nasledném roce, bylo
nasledné obdobi oznaceno jako ukoncené.

Cilem nasledné studie bylo porovnat kumulativni 3 leté riziko cervikalniho onemocnéni u zen
s uvodnimi pozitivnimi vysledky Aptima HPV Assay s kumulativhim 3letym rizikem
cervikalniho onemocnéni u Zzen s uvodnimi negativnimi vysledky Aptima HPV Assay. 3lety
status cervikalniho onemocnéni byl uréen nasledujicim zplsobem:

+ Pozitivni status cervikalniho onemocnéni (CIN2 nebo 2CIN3) — Zeny, u kterych bylo
zjisténo =CIN2 na za¢atku nebo nasledné.

* Negativni status cervikalniho onemocnéni (<CIN2) — Zeny, které dokongily nasledné
obdobi bez detekce =CIN2 a u kterych nebyl uveden ,neuréity” status cervikalniho
onemocnéni.

* Neurcity status cervikalniho onemocnéni — Zzeny, které mély abnormalni vysledky
cytologickych testl v nasledném obdobi a které nemély nasledny vysledek
konsensualniho revizniho histologického panelu, pfipadné Zeny s neadekvatni cytologii
pfi posledni navstéve.

» Ztraceny v nasledné fazi — Zeny, které nedokoncily nasledné navstévy a u kterych nebyl
status cervikalniho onemocnéni oznacen jako ,neurcity“.

Klinicka ucinnost Aptima HPV Assay v systému Panther pro detekci 2CIN2 a 2CIN3 byla
hodnocena vzhledem k 3 letému statutu cervikalniho onemocnéni.
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Uginnost testti systému Panther

ASC-US Populace 2 21 let: Klinicka u€innost Aptima HPV Assay

Celkem bylo do studie ASC-US zahrnuto 1 252 Zzen ve véku 21 let a starSich s vysledky
cytologie ASC-US. Z nich bylo 294 zen vylouéeno. Zbyvajicich 958 Zzen bylo zpUsobilych

k testovani v systému Panther. U dvou Zen chybély vzorky a 19 mélo status onemocnéni
oznacen jako ,neurc€ity“; vSechny byly vylou€eny z analyzy. Zbyvajicich 937 hodnotitelnych Zen
bylo ve véku 21 let a starSich s vysledky cytologie ASC-US, vysledky Aptima HPV Assay

v systému Panther a prikaznym statusem onemocnéni. Devadesat jedna (91) zen mélo 2CIN2
a Ctyficet jedna (41) mélo 2CIN3. Prevalence 2CIN2 a 2CIN3 u hodnotitelnych Zen s vysledky
cytologie ASC-US byla 9,7% a 4,4% v uvedeném pofadi. Vysledky Aptima HPV Assay podle
diagnézy konsensualniho revizniho histologického panelu jsou uvedeny v Tabulka 31.

Tabulka 31: ASC-US Populace = 21 let: Vysledky Aptima HPV Assay podle diagnézy
konsensualniho revizniho histologického panelu

Diagnéza konsensualniho revizniho histologického panelu
Vysledek Aptima | Test DNA
HPV Assay* HPV Neuréity** Normalni CIN1 CIN2 CIN3 Rakovina | Celkem
Pozitivni Pozitivni 6 178 110 40 32 1 367
Pozitivni Negativni 0 5 2 0 2 0 9
Pozitivni (zadny 0 15 11 0 2 0 28
vysledek
Negativni Pozitivni 0 39 15 3 3 0 60
Negativni Negativni 10 372 53 7 1 0 443
Negativni zadny 3 39 7 0 0 0 49
vysledek
Celkem 19 648 198 50 40 e 956

*Vsechny vzorky mély posledni platné vysledky (po poc¢atec¢nim testovani nebo po vyreSeni pocatecnich neplatnych vysledki
podle postupu).

**19 subjektl absolvovalo navétévu kolposkopie, ale nebylo mozno uréit diagnézu z nasledujicich divodu: <5 bioptickych
vzorkl ziskano s vysledky histologie normalni/CIN1 (n = 15), nebyla ziskana zadna biopsie (n = 3), ztraceny bioptické vzorky
(n=1).

***77 Zzen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu HPV DNA primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie.

****Jeden subjekt mél adenokarcinom in situ (AlS).

Odhady klinické uc¢innosti Aptima HPV Assay vc&etné citlivosti, specificity, pozitivni prediktivni
hodnoty (PPV) a negativni prediktivni hodnoty (NPV) pro detekci 2CIN2 a =CIN3 na zakladé
vyhodnoceni vSech biopsii a v€etné pouze fizenych biopsii jsou uvedeny v Tabulka 32, stejné
jako odhady pro komercné dostupny test DNA HPV.
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Tabulka 32: Populace ASC-US = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN2 a =CIN3

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =937 N = 863*
Uginnost Odhad (95% ClI) Odhad (95% ClI)
VsSechny biopsie
84,6 88,8
- o , )
Citlivost (%) (77/91) (75,8, 90,6) (79/89) (80,5, 93,8)
e 62,1 55,8
0, ’ 3
Specificita (%) (525/846) (58,7, 65,3) (432/774) (52,3, 59,3)
19,3 18,8
0, ’ k)
PPV (%) (77/398) (17,3, 21,2) (79/421) (17,0, 20,4)
97,4 97,7
0, ’ )
NPV (%) (525/539) (96,0, 98,5) (432/442) (96,2, 98,8)
Prevalence (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
2CIN2 —
Rizené biopsie**
90,0 93,2
. o , )
Citlivost (%) (54/60) (79,9, 95,3) (55/59) (83,8, 97,3)
e 60,8 54,5
0, ’ 3
Specificita (%) (531/874) (57,5, 63,9) (437/802) (51,0, 57,9)
13,6 13,1
0, ’ E}
PPV (%) (54/397) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98,9 99,1
0, ’ )
NPV (%) (531/537) (97,8, 99,6) (437/441) (97,9, 99,7)
Prevalence (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
VSechny biopsie
90,2 92,3
- o , )
Citlivost (%) (37/41) (77,5, 96,1) (36/39) (79,7, 97,3)
e 59,7 53,3
0, ’ ’
Specificita (%) (535/896) (56,5, 62,9) (439/824) (49,9, 56,7)
9,3 8,6
0, ’ )
PPV (%) (37/398) (8,0, 10,3) (36/421) (7,4,9,4)
99,3 99,3
o ) )
NPV (%) (535/539) (98,3, 99,8) (439/442) (98,3, 99,8)
Prevalence (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
2CIN3
Rizené biopsie**
93,1 96,4
Lo o , )
Citlivost (%) (27/29) (78,0, 98,1) (27/28) (82,3,99,4)
e 59,1 52,8
0, ’ 3
Specificita (%) (535/906) (55,8, 62,2) (440/834) (49,4, 56,1)
6,8 6,4
0, ’ )
PPV (%) (27/398) (5.7.7.5) (27/1421) (5.5.7.0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (535/537) (98,8, 100) (440/441) (98,9, 100)
Prevalence (%) 3,1 (29/935) 3,2 (28/862)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie. ;

**\/ysledek konsensualni histologie byl odvozen pouze pomoci vysledkd z Fizenych biopsii. Zeny bez fizené biopsie reflektuji
normalni kolposkopie a jsou v téchto analyzach zahrnuty jako bez onemocnéni (<CIN2 nebo <CIN3, podle okolnosti). Pokud
byly zahrnuty pouze fizené biopsie, nebylo vzdy dosazeno konsenzu.

Aptima HPV Assay 61 AW-14517-2601 Rev. 004



Uginnost testa systému Panther Aptima”

Pfi hodnoceni vSech biopsii byly klinické odhady citlivosti Aptima HPV Assay a komeréné
dostupného testu DNA HPV, kde jsou k dispozici oba vysledky testu pro detekci 2CIN2 a
=CIN3, podobné (nebyly statisticky vyznamné rozdily v odhadech citlivosti). Pro =2CIN2 byl
rozdil citlivosti -4,5% (95% CI: -12,2%, 2,5%). Odhady klinické specificity Aptima HPV Assay
pro detekci 2CIN2 a =CIN3 byly vy3Si nez u komeréné dostupného testu DNA HPV (rozdily
v odhadech specificity byly statisticky vyznamné). Pro 2CIN2 byl rozdil specificity 6,1% (95%
Cl: 4,2%, 8,2%). NPV byly podobné, ale pro detekci 2CIN2 byla PPV pro Aptima HPV Assay
mirné vySsi nez PPV pro komeréné dostupny test DNA HPV (19,3% vs. 18,8%).

Z 91 pfipadll 2CIN2 bylo 60 (65,9%) identifikovano pfi pfimé biopsii a 31 (34,1%) bylo
identifikovano z nahodnych nebo ECC biopsii (tedy nikoli pfi pfimé biopsii). Tato zjiSténi jsou
srovnatelna s vysledky z publikovanych studii, v nichz bylo zjiSténo pfiblizné 25% az 40%
pfipadu =CIN2 pouze ze vzorkd nahodnych, pfipadné ECC biopsii.*** Pouziti pouze pfimych
biopsii k uréeni statutu onemocnéni (za pfedpokladu, Ze Zeny bez Fizené biopsie mély
normalni vysledky histologie, protoZe nebyly zjistény zadné viditelné |éze), dosahly hodnoty
2CIN2 a =CIN3 ve studii 6,4% a 3,1% v uvedeném pofadi. Odhady klinické citlivosti pro
detekci =2CIN2 a =2CIN3 byly vySsi u obou testli pomoci pouze fizené biopsie nez odhady
vypoctené s vyuzitim vSech biopsii. Pro oba testy byla klinicka specificita ziskana pouze
pomoci fizené biopsie podobna specificité ziskané se vSemi zahrnutymi biopsiemi. Proto,
pokud se pouzily pouze Fizené biopsie, byla specificita Aptima HPV Assay vyrazné vys&i nez
u komeréné dostupného testu DNA HPV.

Odhady klinické uginnosti Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA HPV jsou
zobrazeny podle vékovych skupin v Tabulka 33 a Tabulka 34 (=CIN2 a =CIN3 v uvedeném
pofadi, na zakladé vyhodnoceni v8ech biopsii).
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Tabulka 33: Populace ASC-US = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci

2CIN2 podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =937 N = 863*
Uginnost Odhad (95% Cl) Odhad (95% Cl)
N =415 N =389
Citlivost (%) (5%3651) (78,2, 94.3) (59;;599) (86,1, 98.3)
s 44,9 35,5
o , ,
) Specificita (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
21 az 29 let 217 208
0, ’ )
PPV (%) (54/249) (19,3, 23,9) (56/269) (19,0, 22,5)
95,8 97,5
0, ’ ’
NPV (%) (159/166) (92,3, 98,1) (117/120) (93,6, 99,4)
Prevalence (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N = 261 N =238
Citlivost (%) ( 1875/’200) (64,0, 94,8) ( 186(;’200) (58,4, 91,9)
e 66,4 61,9
0, ’ ’
] Specificita (%) (1601241) (60,2, 72,1) (135/218) (55,3, 68,1)
30 az 39 let 173 162
0 , ,
PPV (%) (17/98) (13,1, 21,1) (16/99) (11,8, 19,8)
98,2 97,1
0, ’ 3
NPV (%) (160/163) (95,7, 99,6) (135/139) (94,1, 99,1)
Prevalence (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N =261 N =236
Citlivost (%) (25’1’8) (31,3, 83,2) (;?1’8) (39,7, 89,2)
s 82,1 79,6
0, ’ 3
Specificita (%) (206/251) (76,9, 86,3) (180/226) (73,9, 84,4)
=40 let 11,8 13,2
0 , ,
PPV (%) 6/51) (5,6, 17,7) (7/53) (6,9, 18,7)
98,1 98,4
0, ’ )
NPV (%) (206/210) (96,6, 99,4) (180/183) (96,6, 99,6)
Prevalence (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Tabulka 34: Populace ASC-US = 21 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci

2CIN3 podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =937 N = 863*
Uginnost Odhad (95% Cl) Odhad (95% Cl)
N =415 N = 389
Citlivost (%) (296?'237) (81,7, 99.3) (215(/)25) (86,7, 100)
. 42,5 33,0
0 , ,
) Specificita (%) (165/388) (37,7, 47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
21 az 29 let 04 o3
0, ’ )
PPV (%) (26/249) (9,0, 11,5) (25/269) (8,2, 10,0
99,4 100
0, )
NPV (%) (165/166) (97,2, 100) (1201120) (97,5, 100)
Prevalence (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N = 261 N = 238
Citlivost (%) ?8%% (56,5, 98,0) (777/';; (45,3, 93,7)
s 64,3 59,8
0, ’ )
Specificita (%) (162/252) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
30 az 39 let 33 771
o , ,
PPV (%) (8/98) (5,0, 10,1) (7/99) (4,0,9,2)
99,4 98,6
0, ’ )
NPV (%) (162/163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Prevalence (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N = 261 N = 236
Citlivost (%) ?33'50) (23,1, 88,2) 23'50) (37,6, 96,4)
e 81,3 78,8
0, ’ ’
Specificita (%) (208/256) (76,0, 85,6) (182/231) (73,1, 83,6)
240 let 59 =5
o , ,
PPV (%) (3/51) (1,6, 9,7) (4/53) (2,9, 10,7)
99,0 99,5
0, ’ )
NPV (%) (208/210) (98,0, 99,9) (182/183) (98,2, 100)
Prevalence (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Absolutni riziko onemocnéni (=CIN2 a =CIN3, na zakladé vyhodnoceni vSech biopsii) podle
vysledku Aptima HPV Assay a relativni riziko onemocnéni pro pozitivni vs. negativni
vysledky Aptima HPV Assay jsou uvedeny v Tabulka 35, spolu s odhady pro komeréné
dostupny test DNA HPV. Relativni riziko 2CIN2 bylo 7,4 (95% CI: 4,3, 13,0), coz znamena,
Ze zena s pozitivnim Aptima HPV Assay méla 7,4krat vétsi pravdépodobnost onemocnéni
2CIN2 nez Zena s negativnim Aptima HPV Assay. Relativni riziko 2CIN3 bylo 12,5 (95% CI:
4,5, 34,9).

Tabulka 35: Populace ASC-US = 21 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a =CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =937 N = 863*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
Pozitivni 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
(17,3,212) 74 (17,0,20,4) 8.3
>CIN2 Necativni 2,6 (14/539) (4.3,13.0) 2,3 (10/442) (4.4,15.8)
9 (15.4,0) (1,2,3.8)
Prevalence (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
e . 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Pozitivni
(8.0, 10,3) 125 (74,94) 12,6
>CIN3 Negativni 0,7 (4/539) (4.5,34,9) 0,7 (3/442) (3.9, 406)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)
Prevalence (%) 4.4 (41/937) 4,5 (39/863)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie.
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Odhady absolutniho a relativniho rizika onemocnéni (=CIN2 a =CIN3, na zakladé
vyhodnoceni vSech biopsii) u Aptima HPV Assay a komeréné dostupného testu DNA HPV
jsou zobrazeny podle vékovych skupin v Tabulka 36.

Tabulka 36: Populace ASC-US = 21 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a 2CIN3 pro

vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle vékovych skupin

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =937 N = 863*
Absolutni riziko Relativni riziko | Absolutni riziko Relativni riziko
Vék Vysledek testu (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% ClI)
N =415 N =389
Poxzitiv 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
. (19,3, 23,9) 5,1 (19,0, 22,5) 8,3
21 az 29 let ’ ’
Neaativni 4,2 (7/166) (2,4, 11,0) 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
9 (1,9,7,7) (0,6, 6,4)
Prevalence (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N = 261 N =238
L 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
Pozitivni (13,1, 21,1) 94 (11,8, 19,8) 56
2CIN2 |30 az 39 let ' '
- Neaativni 1,8 (3/163) (2,8,31,3) 2,9 (4/139) (1,9, 16,3)
9 (0,4, 4,3) (0,9, 5,9)
Prevalence (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N = 261 N =236
e 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
+ 40 lot Pozitivni (56,17.7) 6.2 (6.9, 18.7) 8.1
2 e
Negativni 1,9 (4/210) (1,8,21,1) 1,6 (3/183) (2,2,30,1)
9 (0,6, 3,4) (0,4, 3,4)
Prevalence (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N =415 N =389
Poxzitiv 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
. (9,0, 11,5) 17,3 (8,2, 10,0) .
21 az 29 let ’ Nelze vypocist
Neaativni 0,6 (1/166) (2,4,127) 0,0 (0/120)
9 (0,0, 2,8) (0,0, 2,5)
Prevalence (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N = 261 N =238
N 8,2 (8/98) 7,1 (7/99)
voms |30 ax3tetl o (50,10,1) 13,3 (40,92) 49
- azsle Neaativni 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0,23,2)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Prevalence (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N = 261 N =236
e 5,9 (3/51) 7,5 (4/53)
+ 40 lot Pozitivnl (16,9.7) 6.2 (2,9,10.7) 13,8
2 (3]
Negativni 1,0 (2/210) (1,1, 36,0) 0,5 (1/183) (1,8, 121)
9 (0,1, 2,0) (0,0, 1,8)
Prevalence (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*74 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Populace NILM 2 30 let: Klinicka u€innost Aptima HPV Assay se vzorky
v konzervacénim roztoku ThinPrep pri ivodnim vysSetreni

Celkem bylo do studie NILM zahrnuto 11 644 Zen s vysledky cytologie NILM. Z nich bylo
773 Zen vylou€eno. Zbyvajicich 10 871 Zzen bylo zpusobilych k testovani v systému Panther.
U jedenacti Zen chybély vzorky, proto byly vylou¢eny z hodnoceni uvodniho Aptima HPV
Assay v systému Panther. Zbyvajicich 10 860 hodnotitelnych Zen bylo ve véku 30 let a
starSich s vysledky cytologie NILM a vysledky Aptima HPV Assay v systému Panther. Z
512 Zen s pozitivnimi vysledky Aptima HPV Assay v systému Panther 284 absolvovalo
kolposkopii pfi uvodnim vySetfeni. Z 10 348 Zen s negativnimi vysledky Aptima HPV Assay
580 absolvovalo kolposkopii pfi uvodnim vySetieni. Dvacet (20) Zen mélo 2CIN2 a jedenact
(11) mélo =2CIN3; 798 zen mélo normalni/CIN1 histologii; 46 Zen mély neurdity status
onemocnéni. Vysledky Aptima HPV Assay v systému Panther podle diagnézy konsensualniho
revizniho histologického panelu pfi uvodnim vysSetfeni jsou uvedeny v Tabulka 37.

Tabulka 37: Populace NILM = 30 let: Vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle diagnézy
konsensualniho revizniho histologického panelu pfi uvodnim vySetfeni

Diagnéza konsensualniho revizniho histologického panelu

Vysledek Aptima | Test DNA

HPV Assay* HPV Neur¢ity** Normalni CIN1 CIN2 CIN3 Rakovina | Celkem
Pozitivni Pozitivni 11 21 12 4 7 2 247
Pozitivni Negativni 2 19 0 0 0 1 22
Pozitivni Zadny 2 12 1 0 0 0 15

vysledek***

Negativni Pozitivni 10 170 7 2 1 0 190
Negativni Negativni 20 353 9 2 0 0 384
- Zadny
Negativni vysledek*™* 1 4 0 1 0 0 6
Celkem 46 769 29 9 8 i 864

*Vsechny vzorky meély zavérecné platné vysledky (po Uvodnim testovani nebo po vyfeseni pocatecnich neplatnych vysledkl
podle postupu).

**46 subjektd absolvovalo kolposkopii, ale diagnézu nebylo mozno uréit z nasledujicich divodu: vzorky biopsie byly oznaceny
za nedostate¢né (n = 29), nebyla odebrana zadna biopsie (n = 15) a ztrata vzorku biopsie (n = 2).

***21 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo primarné vysledky testu DNA HPV v dasledku nedostateéného objemu vzorku
cytologie.

****TFi zeny mély adenokarcinom in situ (AIS).
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Celkem 10 042 mélo pfi uvodnim vySetfeni neovéfeny (véetné neurcitého) status
onemocnéni (Tabulka 38). Vzhledem k tomu, Ze kolposkopii podstoupily pouze nahodné
vybrané Zeny s negativnimi vysledky Aptima HPV Assay v systému Tigris DTS a komercné
dostupného testu DNA HPV, podil Zen s neovéfenym statusem onemocnéni byl v této
skupiné vysoky (96,6%). K upravé tohoto ovéfeni zkresleni byla pouZita metoda
vicenasobného zapoc¢teni k odhadu poctu zen s onemocnénim, ktery by byl zjistén, pokud by
vdechny Zeny podstoupily kolposkopii. Prezentovany jsou jak odhady ucinnosti s upravenym
ovéfenim zkresleni, tak neupravené odhady uc€innosti zalozené na 818 Zenach s ovéfenym
statusem onemocnéni.

Tabulka 38: NILM Populace = 30 let: Klasifikace hodnotitelnych Zen NILM podle vysledk( Aptima
HPV Assay a vysledkl testu DNA HPV, stavu onemocnéni (=CIN2 a =CIN3) a stavu ovéreni
onemocnéni

Vysledek Aptima HPV Ovéreny stvatys Ovéreny status onemocnéni: | Neovéreny status
Assay* enemaocnent: 2CIN3 onemocnéni
2CIN2 -
Test Celkem
DNAHPV | Zen - . . . 3 A
. . Zenys Zeny bez Zeny s Zeny bez Zeny s neznamym
Systém Systém - - - . statusem
Panther | Tigris DTS onemocnénim | onemocnéni |[onemocnénim| onemocnéni onemocnéni
(=CIN2) (2CIN2) (2CIN3) (=CIN3) P
(% neznamych)
Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni 313 13 189 9 193 111 (35,5%)
Pozitivni | Pozitivni | Negativni 37 1 18 1 18 18 (48,6%)
L T Zadny
Pozitivni | Pozitivni , o 22 0 13 0 13 9 (40,9%)
vysledek
Pozitivni | Negativni | Pozitivni 70 0 34 0 34 36 (51,4%)
Pozitivni | Negativni | Negativni 60 0 1 0 1 59 (98,3%)
o . .| Zadny
Pozitivni | Negativni | . o 10 0 0 0 0 10 (100%)
vysledek
Negativni| Pozitivni | Pozitivni 46 0 33 0 33 13 (28,3%)
Negativni| Pozitivni | Negativni 113 1 41 0 42 71 (62,8%)
Negativni| Pozitivni | “29" | g 0 4 0 4 4 (50,0%)
vysledek
Negativni| Negativni | Pozitivni 236 3 144 1 146 89 (37,7%)
Negativni| Negativni | Negativni | 9 354 1 321 0 322 9 032 (96,6%)
Negativni| Negativni Zadny 591 1 0 0 1 590 (99,8%)
9 9 vysledek™* e
Celkem 10 860 20 798 11 807 10 042 (92,5%)

*V8echny vzorky mély koneéné vysledky (po pocatecnim testovani nebo po vyfeSeni pocatecnich neplatnych vysledkd podle
postupu).
**631 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku
cytologie.
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Upravena prevalence =2CIN2 a =CIN3 u Zen s vysledky cytologie NILM byla 0,9% a 0,4%

v uvedeném poradi. Upravené odhady absolutniho a relativniho rizika pro detekci =2CIN2 a
=CIN3 pfi uvodnim vySetieni jsou uvedeny v Tabulka 39. Upravené relativni riziko 2CIN2 bylo
7,5 (95% CI: 2,1, 26,3), coz znamena, ze Zena s pozitivnim Aptima HPV Assay ma 7,5 krat
vétsi pravdépodobnost onemocnéni 2CIN2 nez Zena s negativnim Aptima HPV Assay.
Upravené relativni riziko 2CIN3 bylo 24,9 (95% CI: 2,0, 307,0). Neupravené odhady
absolutniho a relativniho rizika pro detekci 2CIN2 a =CIN3 pfi uvodnim vysSetfeni jsou
uvedeny celkem v Tabulka 40 a podle vékovych skupin v Tabulka 41.

Tabulka 39: NILM Populace = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni =2CIN2 a =CIN3 pro

vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV (odhady s upravenym ovéfenim zkresleni) pfi
uvodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% Cl)
Pozitivni 4.5 3.7
(2.7,7.4) 75 (2.3,6,1) 73
(2,1, 26,3) (1,6, 33,5)
Zeinz Negativnl 02,19 0124
Prevalence (%) 0,9 0,9
3,0 2,3
Pozitivni ’ ’
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3,4,1) 21,0
(2,0, 307,0) (1,0, 423,8)
ZCING Negativni © 8 11 7 © 8 12 4)
Prevalence (%) 0,4 0,4

Tabulka 40: NILM Populace = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni 2CIN2 a 2CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV (neupravené odhady) pfi uvodnim vySetieni

Aptima HPV Assay

Test DNA HPV

N =818 N = 800*
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
T 5,2 (14/269) 3,8 (16/416)
Pozitivni
(3,5, 6,6) 48 (2,9, 4,5) 49
>CINZ Negativni 1,1 (6/549) (1.9, 12.,3) 0,8 (3/384) (1.4,16.,8)
(0,5, 1,9) (0,2,1,9)
Prevalence (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
e, 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Pozitivni
(255,43) 20,4 (16,2,7) 92
>CINS Negativni 0,2 (1/549) (2.6, 159) 0,3 (1/384) (1.2,71.8)
(0,0, 0,8) (0,0, 1,1)

Prevalence (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 Zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Tabulka 41: NILM Populace = 30 let: Absolutni a relativni rizika onemocnéni =CIN2 a 2CIN3 pro
vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV podle vékovych skupin (neupravené odhady) pfi
uvodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
N =818 N = 800*
Absolutni riziko Relativni riziko | Absolutni riziko Relativni riziko
(] ysledek testu o o o o
Vék Vysledek 95% ClI 95% ClI 95% ClI 95% ClI
N =383 N =376
P 4,6 (7/153) 3,3 (7/215)
Pozitivni (2,5, 5,9) (1,8,4,1)
30 a2 39 let 53 2.6
Negativni 0,9 (2/230) (1.1,25,0) 1.2 (2/161) (06,12:4)
9 0,1,2,2) 0,2, 3,2)
Prevalence (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
2CIN2
N =435 N = 424
N 6,0 (7/116) 4.5 (9/201)
Pozitivni (3,2, 8.5) (2,9, 5.3)
240 let 144’1861 1320%%1
Negativni 1.3 (4/319) (14,16.1) 0,4 (1/223) (1.3,781)
9 (0,4, 2,3) (0,0, 1,8)
Prevalence (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N =383 N =376
- 3,3 (5/153) 2,3 (5/215)
Pozitivni (1,6, 4,1) (1,1, 2.9)
30 az 39 let 7.5 3.7
Neaativni 0,4 (1/230) (0.9,63,7) 0,6 (1/1161) (0.4,31,7)
g (0,0, 1,6) (0,0, 22)
Prevalence (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
2CIN3
N =435 N =424
P 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Pozitivni 2,2, 5,1) (1,3, 2,8)
240 let Nelze vypodist Nelze vypodist
Neaativni 0,0 (0/319) 0,0 (0/223)
9 (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)
Prevalence (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Upravené odhady klinické ucinnosti Aptima HPV Assay vcetné citlivosti, specificity, PPV a
NPV pro detekci 2CIN2 a =CIN3 pfi tvodnim vysSetfeni jsou uvedeny v Tabulka 42, stejné
jako odhady pro komeréné dostupny test DNA HPV. Neupravené odhady klinické u€innosti
jsou uvedeny v Tabulka 43. Aptima HPV Assay i komer¢né dostupny test DNA HPV mély
podobnou citlivost, specificita byla vyrazné vyssi u Aptima HPV Assay (nepfekryvajici,

95% CI). Odhady prediktivni hodnoty Aptima HPV Assay byly klinicky relevantni a podobné
odhadlm pro komeréné dostupny test DNA HPV. NPV byly podobné, ale pro detekci 2CIN2
byla PPV pro Aptima HPV Assay mirné vysSi nez PPV pro komercéné dostupny test DNA
HPV (4,5% vs. 3,7%).

Tabulka 42: NILM Populace = 30 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci
2CIN2 a 2CIN3 (odhady s upravenym ovéfenim zkresleni) pfi uvodnim vysSetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Uginnost Odhad (95% ClI) Odhad (95% ClI)
Citlivost (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8, 66,9)
Specificita (%) 95,5 (95,1, 95,9) 93,7 (93,2, 94,2)
2CIN2 PPV (%) 4,5 (2,7,7,4) 3,7 (2,3,6,1)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Prevalence (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0, 1,9)
Citlivost (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Specificita (%) 95,4 (95,0, 95,8) 93,6 (93,1, 94,1)
2CIN3 PPV (%) 3,0 (1,6, 5,5) 2,3 (1,3,4,1)
NPV (%) 99,9 (98,3, 100) 99,9 (97,6, 100)
Prevalence (%) 0,4 (0,0, 1,2) 0,4 (0,0, 1,3)
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Tabulka 43: NILM Populace = 30 let: Uginnost Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pro detekci

2CIN2 a 2CIN3 (neupravené odhady) pfi uvodnim vysSetfeni

Aptima HPV Assay

Test DNA HPV

N =818 N = 800*
Uginnost Odhad (95% CI) Odhad (95% CI)
Citlivost (%) ( 1219'200) (48,1, 85,5) ( 18;'129) (62,4, 94,5)
Specificita (%) o 463%'7098) (647, 71,2) (38418/‘788 N (45,3, 52,3)
2CINZ PPV (%) (14572269) (3.5.6,6) (163/2181 6) (2.9,4.9)
NPV (%) o 493%;19) (98,1, 99,5) (38919;2328 " (98,1, 99.8)
Prevalence (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
Citlivost (%) ( 1900/'191) (62,3, 98.4) ( 1900/'191) (62,3, 98.4)
Specificita (%) o 4687/5907) (64,6, 71,0) (3;;'75;39) (45,1, 52,0)
ZCING PPV (%) (103/2769) (2.5,4.3) (102/2141 6) (1.6,2.7)
NPV (%) o 4983'529) (99,2, 100) (3893%78 " (98,9, 100)

Prevalence (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*18 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v dusledku nedostateéného objemu vzorku

cytologie.
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Pfimé porovnani Aptima HPV Assay v systému Panther a komeréné dostupného testu

DNA HPV ukazuje, ze Aptima HPV Assay dosahuje podobné citlivosti a statisticky vyznamné
lepsi specificity testu oproti komeréné dostupnému testu DNA HPV pro detekci =CIN2,

jak ukazuje pomér skuteéné pozitivnich a falesné pozitivnich hodnot (Tabulka 44 a Tabulka 45
v uvedeném poradi).

Tabulka 44: NILM Populace = 30 let: Pomér skute¢né pozitivnich hodnot (Aptima HPV Assay/test
DNA HPV) pro zeny s 2CIN2 (neupravené odhady) pfi tvodnim vySetfeni

Test DNA HPV
Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 13 1 14 (73,7%)
Aptima HPV Assay
Negativni 3 2 5
Celkem 16 (84,2%) 3 19
Pomér skute¢né pozitivnich hodnot = 0,88 (14/16) (95% CI: 0,65, 1,10)

Tabulka 45: NILM Populace = 30 let: Pomér falesné pozitivnich hodnot (Aptima HPV Assay/test
DNA HPV) pro Zzeny s <CIN2 (neupravené odhady) pfi uvodnim vySetifeni

Test DNA HPV
Celkem
Pozitivni Negativni
Pozitivni 223 19 242 (31,0%)
Aptima HPV Assay
Negativni 177 362 539
Celkem 400 (51,2%) 381 781
Pomér faleSné pozitivnich hodnot = 0,61 (242/400) (95% CI: 0,55, 0,66)

s v

NILM Populace 2 30 let: Klinicka u€innost Aptima HPV Assay v systému Panther po
3 letech sledovani

ZpuUsobilych pro dalsi fazi studie bylo 10 843 hodnotitelnych zen ve véku 30 let a starSich

s vysledky cytologie NILM a platnymi vysledky Aptima HPV Assay v systému Panther pfi
uvodnim vySetieni. Z Zen bez =CIN2 dokoncilo naslednou Pap navstévu po 1 roce 67,0%
(7 247/10 823), 60,3% (6 517/10 814) po 2 letech a 58,7% (6 339/10 807) po 3 letech.
Celkové 58,8% (6 375/10 843) Zen dokoncilo studii (mély 2CIN2 pfi avodnim vySetfeni nebo
pfi naslednych vySetienich, pfipadné absolvovalo pozadované navstévy).

Z 10 843 hodnotitelnych zen mélo 511 (4,7%) pozitivni vysledky Aptima HPV Assay v
systému Panther pfi Uvodnim vySetfeni. Z téchto 511 Zen mélo 255 (49,9%) bud pozitivni,
nebo negativni 3lety status onemocnéni na zakladé vysledkud cytologie nebo kolposkopie/
biopsie. Zbyvajicich 10 332 Zen mélo negativni vysledky Aptima HPV Assay v systému
Panther pfi uvodnim vySetfeni. Z téchto 10 332 Zzen mélo 5 946 (57,5%) bud pozitivni, nebo
negativni 3lety status onemocnéni. Z 6 201 Zen s 3letym statusem onemocnéni mélo 47 Zen
2CIN2 vCetné 23 Zen s =2CIN3; 6 154 Zen mélo normalni/CIN1 podle konsensualniho
revizniho histologického panelu. Vysledky Aptima HPV Assay v systému Panther a komeréné
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dostupného testu DNA HPV pfi avodnim vySetfeni a 3lety status onemocnéni (zahrnuje
uvodni a nasledna vysetfeni) podle konsensualniho revizniho histologického panelu jsou
uvedeny v Tabulka 46.

Tabulka 46: NILM Populace = 30 let: Klasifikace zen zpUsobilych pro dalsi faze podle vysledkl
Aptima HPV Assay pfi uvodnim vySetfeni, vysledkl testu DNA HPV pfi ivodnim vySetfeni a statusu
onemocnéni (2CIN2, 2CIN3, neovéfeno) stanovena pfi Uvodnim vySetfeni a v naslednych fazich

Ovéreny status onemocnéni: | Ovéreny status onemocnéni: Neovéreny status
Y 2CIN2 2CIN3 onemocnéni
Vysledek | 1ot DNA | Celkem | . . .
Aptima HPV HPV sen Zeny s Zeny bez Zeny s Zeny bez Ztraceny
Assay onemocnénim| onemocnéni | onemocnénim | onemocnéni | v nasledné | Neurcity*
(2CIN2) (2CIN2) (2CIN3) (2CIN3) fazi
Pozitivni Pozitivni 382 23 171 16 178 167 21
Pozitivni Negativni 97 1 48 1 48 44 4
Pozitivni | “29 | 35 2 10 1 11 17 3
vysledek
Negativni Pozitivni 281 129 132 130 17
Negativni Negativni | 9452 15 5476 5488 3756 205
Negativni | 229V | 599 1 320 0 321 264 14
vysledek
Celkem| 10 843 47 6 154 23 6178 4378 264

*Zeny, které mély abnormalni vysledky cytologickych testd v nasledném obdobi a které nemély nasledny vysledek
konsensualniho revizniho histologického panelu a Zzeny s neadekvatni cytologii pfi posledni navstévé. 174 Zen s neurcitym
statusem onemocnéni dokongilo sva nasledna vysetfeni podle protokolu.
**631 zen s vysledky Aptima HPV Assay nemélo vysledky testu DNA HPV primarné v disledku nedostate¢ného objemu vzorku

cytologie.

3 leté kumulativni riziko onemocnéni (2CIN2 a 2CIN3) vychazi z Kaplanova-Meierova
odhadu (analyza pfezivani) a zahrnuje onemocnéni detekované pfi uvodnim nebo
nasledném vysSetieni. Zeny s nékterymi znamkami onemocnéni (ASC-US nebo zavaznéjsi
vysledky cytologie), ale bez vysledku konsensualniho revizniho histologického panelu byly
zarazeny do analyzy pomoci metody vicenasobného zapocteni, aby bylo mozno pfedpovédét
poCet Zen s onemocnénim, ktera by byla zjisténa, pokud Zeny podstoupily kolposkopii.

3 leté kumulativni odhady absolutniho a relativniho rizika pro detekci 2CIN2 a =2CIN3 jsou
uvedeny v Tabulka 47.
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Tabulka 47: NILM Populace = 30 let: 3 leta kumulativni Absolutni a relativni rizika* onemocnéni
=CIN2 a =CIN3 pro vysledky Aptima HPV Assay a testu DNA HPV pfi vodnim vySetfeni

Aptima HPV Assay Test DNA HPV
Absolutni riziko Relativni riziko Absolutni riziko Relativni riziko
Vysledek testu (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
Pozitivni 7,90 6,43
(5,50, 11,27) 24.45 (4,50, 9,14) 22.71
>CIN2 Necativni 0,32 (13,85, 43,15) 0,28 (12,20, 42,30)
9 (0,21, 0,51) (0,17, 0,47)
Prevalence (%) 0,68 0,68
Pozitivni 5,23 4,14
(3,34, 8,13) 57,11 (2,62, 6,52) 51,34
>CIN3 Neaativni 0,09 (21,09, 154,62) 0,08 (17,74, 148,58)
9 (0,04, 0,23) (0,03, 0,22)
Prevalence (%) 0,34 0,35

*3letd kumulativni rizika upravena pro dal$i mozné chyby byla podobna rizikim v této tabulce. Vzhledem k oéekavanym
rozdilim v rizicich v 1. a 2. roce pro dvé skupiny Zen v navazujici studii (Zeny s kolposkopii pfi ivodnim vySetfeni a Zeny bez
kolonoskopie pfi Uvodnim vySetfeni) byla hlasena pouze 3leta kumulativni rizika pro kombinované skupiny.

3 letd kumulativni prevalence 2CIN2 a 2CIN3 u Zen s vysledky cytologie NILM pfi uvodnim
vySetfeni byla 0,68% a 0,34% v uvedeném pofadi. Relativni riziko 2CIN2 bylo 24,45 (95% CI
13,85, 43,15), coz znamena, ze zena s pozitivnim Aptima HPV Assay v systému Panther ma
24,45 krat vétsi pravdépodobnost onemocnéni 2CIN2 nez Zena s negativnim Aptima HPV
Assay. Relativni riziko 2CIN3 bylo 57,11 (95% CI: 21,09, 154,62).
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Klinicka u€innost Aptima HPV Assay se vzorky v konzerva¢nim roztoku SurePath

Byly shromazdény vzorky v konzervaénim roztoku SurePath od kanadskych zen (n = 558),
které byly pozvany na naslednou schlzku z téchto divodui: jeden nebo vice abnormalnich
Pap testl, HPV infekce nebo jiny divod. Alikvotni podil (0,5 ml) kazdého vzorku byl
pfenesen do transferové zkumavky na vzorek Aptima a pak oSetfen pomoci transportniho
roztoku Aptima. Jeden replikat kazdého vzorku byl otestovan pomoci Aptima HPV Assay.
Samostatny alikvotni podil (1 ml) kazdého vzorku byl pouzit k testovani pomoci komeréné
dostupného testu PCR HPV. Kilinicka citlivost pro detekci onemocnéni, definovana jako
vysledek histologie 2CIN3, byla vypoctena pro Aptima HPV Assay i pro test PCR HPV,
jak je uvedeno v Tabulka 48, s pozitivnimi a negativnimi prediktivnhimi hodnotami.

Tabulka 48: Uginnost Aptima HPV Assay a testu PCR HPV pro detekci 2CIN3

Aptima HPV Assay Test PCR HPV
N = 558 N =558
Uginnost Odhad (95% ClI) Odhad (95% ClI)
Citlivost (%) (285%'238) (72,8 - 96,3) (2853’238) (72,8 - 96,3)
58,7 49,1
aer = o, ’ _ ’ —
Specificita (%) (311/530) (54,4 — 62,8) (260/530) (44,8 — 53,3)
10,2 8,5
0, ! —_ ’ -
PPV (%) (25/244) (8,4 -117) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
0, ’ —_ ’ _
NPV (%) (311/314) (97,6 — 99,8) (260/263) (97,2 -99,7)
Prevalence (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Uginnost Aptima HPV Assay pii odbéru cervikalnich vzork( a jejich transportu

Vysoce rizikové HPV pozitivni a vysoce rizikové HPV negativni klinické vzorky odebrané
od screeningové (rutinni navstéva) i doporucené (vySetfeni kolposkopie) populace pomoci
soupravy Aptima CSCT byly testovany pomoci Aptima HPV Assay v systémech Panther
a Tigris DTS pomoci dvou SarZi reagencie. Shoda mezi systémy Panther a Tigris DTS pro
vzorky CSCT jsou uvedeny v Tabulka 49.

U vzorkd CSCT byla celkova shoda mezi systémy Tigris DTS a Panther > 98%, jak je
uvedeno v Tabulka 49. Z 632 testovanych klinickych vzorkl bylo 69 CIN2+ a 38 bylo CIN3+.
Citlivost Aptima HPV Assay pro detekci CIN2+ byla 97,1% (95% CIl 90,0% — 99,2%) v
systému Panther a 98,6% (95% CI: 92,2 — 99,7) v systému Tigris DTS. Citlivost pro detekci
CIN3+ byla 100% (Cl: 90,8% — 100%) v systémech Panther a Tigris DTS.
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Tabulka 49: Shoda vysledku Aptima HPV Assay se vzorky Aptima CSCT testovanymi v systémech
Tigris DTS a Panther

Systém Tigris DTS
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 490 3 493
Systém Panther
Negativni 9 130 139
Celkem 499 133 632

Celkova shoda = 98,1% (CI 96,7 — 98,9)
Pozitivni shoda = 98,2% (CI 96,6 — 99,0)
Negativni shoda = 97,7% (CI 93,6 — 99,2)

Analyticka citlivost

Limit detekce (LOD) pfi klinickém cutoff je koncentrace RNA HPV, ktera poskytuje kladny
vysledek (nad klinicky cutoff) 95% celkového €asu. LOD Aptima HPV Assay byl urCena
testovanim ziedénych panell transkript(l in vitro (IVT) pro vSech 14 vysoce rizikovych
genotypl a 4 bunécné linie infikované HPV: SiHa, HeLa, MS751 a ME180 (ATCC,
Manassas, Virginia). Pro panely IVT byl transportni roztok vzorkl pfed testovanim uméle
obohacen o IVT v rGznych koncentracich a poté zfedén jednotlivymi negativnimi vzorky

v konzervaénim roztoku ThinPrep. Pro panely bunék infikovanych HPV byly fondy HPV
negativnich vzorkd v konzervaénim roztoku ThinPrep pfed testovanim uméle obohaceny

o HPV infikované buriky v rlznych koncentracich a poté zfedény transportnim roztokem
vzorku. TFicet replikatd kazdé urovné kopii bylo testovano s kazdou ze dvou Sarzi reagencii
pro celkem 60 replikat(. Testovani bylo provadéno v prabéhu 17 dni, pfi 1 az 12 cyklech
provedenych denné a 5 replikaty daného genotypu a koncentrace testované v kazdém cyklu.
Detekeni limit 95% byl vypocten z probitové regresni analyzy vysledku pozitivity pro kazdy
panel fedéni.

Vysledky probitové regresni analyzy v Tabulka 50 ukazuji, Zze HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 56, 59 a 68 mély 95% detek&ni limity pfi méné nez 100 kopiich/reakci a typy 52, 58 a 66
mély 95% detekéni limity pfi 100 az 500 kopiich/reakci. Ctyfi testované bunééné linie mély
95% detekéni limity mensi nez 1 burika/reakci.
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Tabulka 50: Limit detekce v klinickém cutoff Aptima HPV Assay

Cil Limit detekce*
(95% Cl)

HPV 16 49,4 (37,1 -73,0)
HPV 18 44,0 (34,4 -62,1)
HPV 31 32,5 (23,2-52,1)
HPV 33 67,5 (48,8 — 106,2)
HPV 35 32,7 (23,6 — 51,4)
HPV 39 20,9 (16,3 — 29,5)
HPV 45 37,1(27,9-54,7)
HPV 51 51,1 (36,3 —83,9)
HPV 52 410,2 (310,7 — 595,1)
HPV 56 59,4 (46,7 — 81,5)
HPV 58 124,1 (90,7 - 190,1)
HPV 59 81,1 (61,9 - 116,6)
HPV 66 118,5 (83,2 — 202,0)
HPV 68 22,4 (17,1 -32,4)

SiHa 0,25 (0,19 - 0,36)

HelLa 0,11 (0,09 — 0,14)
ME180 0,10 (0,08 — 0,16)
MS751 0,17 (0,14 - 0,25)

*pocet kopii na reakci u transkriptl in vitro a bunék na reakci u bunéénych linii
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Presnost testu

Pfesnost Aptima HPV Assay byla hodnocena ve dvou studiich pomoci stejného 20&lenného
panelu. 1. studie byla provedena na 3 pracovistich, 2 externich a 1 internim, a 2. studie byla
provedena interné. Panel obsahoval 13 ¢lend HPV pozitivnich s koncentracemi na nebo nad
limitem detekce testu (oCekavana pozitivita: = 95%), 3 ¢leny HPV pozitivni s koncentracemi
pod limitem detekce testu (oCekavana pozitivita: > 0% az < 25%) a 4 ¢lent HPV negativnich.
HPV pozitivni ¢leny panelu byly pfipraveny obohacenim transkriptli RNA in vitro (IVT) do
roztoku PreservCyt roziedéného transportnim roztokem vzorkd (STM) nebo HPV
infikovanych kultivovanych bunék (SiHa, HeLa a MS751; ATCC, Manassas, Virginia) ve
smésnych negativnich vzorcich v konzervaénim roztoku ThinPrep zfedénych v STM. HPV
negativni ¢leny panelu byly pfipraveny pomoci roztoku PreservCyt nebo smésnych
negativnich vzorkd v konzerva¢nim roztoku ThinPrep zfedénych v STM.

V ramci 1. studie 2 laboranti na kazdém ze 3 testovacich pracovist (1 pfistroj na pracovisté)
provedli 2 pracovni seznamy Aptima HPV Assay denné (1 pro kazdou SarZi reagencii) po

3 dny. Kazdy pracovni seznam obsahoval 3 replikaty kazdého z ¢lent panelu
reprodukovatelnosti.

Sto osm (108) jednotlivych zkumavek se vzorky bylo testovano pro kazdy ¢len panelu

(3 pracovisté x 1 pfistroj x 2 laboranti x 2 8arZze x 3 pracovni seznamy x 3 replikaty).

Ve 2. studii bylo provedeno testovani interné po dobu 13 dni s celkem 162 reakcemi
testovanymi pro kazdy ¢len panelu (1 misto x 3 pfistroje x 3 laborant x 3 Sarze x 2 pracovni
seznamy x 3 replikaty).

Cleny panelu jsou popsany v Tabulka 51a (panel ¢len(i s ogekavanymi pozitivnimi vysledky)
a Tabulka 51b (panel ¢lend s o¢ekavanymi negativnimi vysledky), spolu se shrnutim shody
s o¢ekavanymi vysledky a hodnotami S/CO analytu v 2,5., 50. a 97,5. percentilech distribuce
S/CO. Variabilita S/CO analytu pro ¢leny panelu s oéekavanymi pozitivnimi vysledky je
uvedena v Tabulka 52 pro 1. studii a v Tabulka 53 pro 2. studii.

Aptima HPV Assay 79 AW-14517-2601 Rev. 004



Uginnost testti systému Panther

Aptima”

Tabulka 51a: 1. a 2. studie pfesnosti Aptima HPV Assay: Popis panelu, pozitivni shoda a distribuce
percentild hodnot analytu S/CO pro ¢leny panelu s o€ekavanymi pozitivnimi vysledky

Popis panelu
(kopii nebo bunék/reakci)

1. studie
(3 testovaci pracovisté)

2. studie
(1 testovaci pracovisté)

% pozitivni shody

% pozitivni shody

(95% ClI) (95% ClI)
HPV vysoce pozitivni 100 (107/107) 100 (161/161)
klinicky vzorek 1 (96,5, 100) (97,7, 100)
HPV vysoce pozitivni 100 (107/107) 100 (162/162)
klinicky vzorek 2 (96,5, 100) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (107/107) 100 (161/161)
(1 830 kopii) (96,5, 100) (97,1, 100)
HPV 18 IVT 100 (107/107) 100 (162/162)
(1550 kopii) (96,5, 100) (97,7, 100)

HPV nizce pozitivni

94,4 (101/107)

89,5 (145/162)

klinicky vzorek 1 (88,3, 97,4) (83,3, 93,3)
HPV nizce pozitivni 88,0 (95/108) 92,0 (149/162)
klinicky vzorek 2 (80,5, 92,8) (86,8, 95,3)

HPV nizce pozitivni

100 (108/108)

97,5 (157/161)

klinicky vzorek 3 (96,6, 100) (93,8, 99,0)
HPV nizce pozitivni 90,7 (98/108) 92,6 (150/162)
klinicky vzorek 4 (83,8, 94,9) (87,5, 95,7)
HPV 16 IVT 100 (102/102) 100 (162/162)
(183 kopii) (96,4, 100) (97,7, 100)
HPV 18 IVT 100 (108/108) 100 (159/159)
(155 kopii) (96,6, 100) (97,6, 100)
Bunky MS751 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,63 buriky) (96,6, 100) (97,7, 100)
Buiiky HelLa 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,35 buriky) (96,6, 100) (97,7, 100)
Buriky SiHa 87,9 (94/107) 89,5 (145/162)
(0,90 buriky) (80,3, 92,8) (83,8, 93,3)

IVT = transkript in vitro

*Ocekavana % pozitivni shoda ~95%, pozorovana

nizsi pravdépodobnost kvuli variabilité vyroby ¢lena panelu.
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Tabulka 51b: 1. a 2. studie pfesnosti Aptima HPV Assay: Popis panelu, negativni shoda a distribuce
percentild hodnot analytu S/CO pro ¢leny panelu s o¢ekavanymi negativnimi vysledky

1. studie 2. studie

Popis panelu (3 testovaci pracovisté) | (1 testovaci pracovisté)

(kopii nebo bunék/reakci)

% negativni shody % negativni shody

(95% CI)

(95% CI)

Buiiky MS751 87,0 (94/108) 93,8 (152/162)

(0,005 buriky) (79,4, 92,1) (89,0, 96,6)
Buiiky SiHa 97,2 (105/108) 95,7 (155/162)

(0,008 buriky) (92,1, 99,1) (91,4, 97,9)

Burky HelLa
(0,02 bunky)

70,4 (76/108)
(61,2, 78,2)

67,3 (109/162)
(59,8, 74,0)

HPV negativni klinicky

99,1 (107/108)

100 (162/162)

vzorek 1 (94,9, 99,8) (97,7, 100)
HPV negativni klinicky 97,2 (105/108) 100 (162/162)
vzorek 2 (92,1, 99,1) (97,7, 100)

Roztok PreservCyt 1

99,1 (107/108)
(94,9, 99,8)

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

Roztok PreservCyt 2

99,1 (107/108)

100 (161/161)

(94,9, 99,8) (97,7, 100)
IVT = transkript in vitro.
*Ocekavana % negativni shoda > 75% a < 100%.
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Tabulka 52: 1. studie pfesnosti Aptima HPV Assay: Variabilita signalu pro ¢leny panelu s
oCekavanymi pozitivnimi vysledky

Mezi
Mezi pracovnimi |V pracovnich

Popis panelu Mezi pristroji | laboranty |Mezi Sarzemi| seznamy seznamech Celkem
(kopie nebo Stredni

buriky/reakci) n S/CO SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |KV (%)| SO |[KV (%)
HPV vysoce pozitivni .

Lo 107 2934 (000| 00 |O00| OO0 |143| 49 |187| 64 [149| 51 |279| 95
klinicky vzorek 1
HPV vysoce pozitivni "

L 107 30,09 (055 18 |000| 00 (106 | 35 |073| 24 |[221| 73 |261| 87
klinicky vzorek 2

HPV 16 IVT 107*| 1120 009 08 [016| 14 [003| 03 (014 | 13 [046| 41 [052| 46
(1830 kopii)

HPV18IV.T 107* | 14,89 | 0,18 | 12 (000 00 |020| 13 |(014| 09 |153| 10,3 |1,56 | 10,5
(1550 kopii)

HPV nizce pozitivni .

N 107 8,24 0,00| 0,0 |000| 00 |000| 00 [000| 00 |323]| 392 |[323| 392
klinicky vzorek 1

HPV nizce pozitivni

N 108 7,07 0,00| 00 |041| 58 |000| 00 [000| 00 |457| 64,7 | 459 | 650
klinicky vzorek 2

HPV nizce pozitivni

s 108 10,23 | 0,26 | 25 |[000| 0,0 |000| 00 |132| 12,9 |3,23| 31,6 | 3,49 | 34,2
klinicky vzorek 3

HPV nizce pozitivni

N 108 4,68 050 | 10,7 {020 | 42 |000| 00 [099| 21,1 | 3,02 | 64,6 | 3,22 | 68,9
klinicky vzorek 4

HPV 16 IVT 102*| 11,09 008 | 07 [000| 00 [000| 00 (026 23 [054| 49 [061| 55
(183 kopii)

HPV 18 IVT 108 | 11,78 |000| 00 |043| 37 |[000| 00 |112| 95 |197| 167 |230 | 196
(155 kopii)

BunkyM§751 108 10,73 |0,00| 00 |059| 55 |0,72| 67 |082| 76 |1,86| 17,3 |2,23| 20,8
(0,63 buriky)

BunkvaeLa 108 6,78 0,00| 00 |056| 83 |000| 00 |[123| 182 | 3,08 | 455 |3,37 | 49,7
(0,35 buriky)

Buriky SiHa 107* | 7,74 |037| 48 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |385]| 498 |3,87 | 50,1
(0,90 buriky)

*Dvanact vzork( mélo neplatné vysledky Aptima HPV Assay (1 pro HPV vysoce pozitivni klinicky vzorek 1, 1 pro HPV vysoce
pozitivni klinicky vzorek 2, 1 pro HPV 16 IVT (1 830 kopii), 1 pro HPV 18 IVT (1 550 kopii), 1 pro HPV nizce pozitivni klinicky
vzorek 1, 6 pro HPV 16 IVT (183 kopii) a 1 pro buriky SiHa (0,90 buriky)).
KV = koeficient variace; IVT = transkript in vitro; SO = standardni odchylka

Poznamka: Variabilita nékterych faktorG mize byt ¢iselné zaporna. K tomu muize dojit, pokud je variabilita vzhledem k témto
faktoram velmi mala. V téchto pripadech jsou SO a KV zobrazeny jako nula.
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Tabulka 53: 2. studie pfesnosti Aptima HPV Assay: Variabilita signalu pro ¢leny panelu s
oCekavanymi pozitivnimi vysledky

Mezi
. Mezi pracovnimi |V pracovnich
Popis panelu Mezi pfistroji | laboranty |Mezi $arzemi| seznamy | seznamech Celkem
(kopie nebo Stredni
buriky/reakci) n | SICO | SO |KV(%)| SO |KV(%)| SO |KV(%)| SO |KV(%)| SO |KV(%)| SO |KV (%)
HPV vysoce pozitivni | 51, | 5581 | 075 | 2.8 |000| 00 |091| 34 |048| 18 |184| 69 |224| 83
klinicky vzorek 1
HPV vysoce pozitivni
Vyso 162 | 28,83 [ 0,00 | 00 [000| 00 [096| 33 [065| 23 [235| 82 |262]| 91
klinicky vzorek 2
HPV 16 VT 161%| 11,07 | 014 | 12 |000| 00 |005| 05 |016| 14 |032| 29 |039| 35
(1830 kopii)
HPV 18 IVT 162 | 13,34 |04 | 1,1 |012| 09 |100| 75 |031| 23 |075| 56 |131| 98
(1550 kopii)
HPV nizce pozitivni | o, | 757 | 056 | 75 |055| 7,3 |063| 83 |000| 00 |361| 477 |375| 495
klinicky vzorek 1
HPV nizce pozitivni
v nize 162 | 7,59 | 0,00| 00 [000| 00 |[000| 00 [000| 00 [525| 692 |525]| 69,2
klinicky vzorek 2
HPV nizce pozitivni | 5. | g83 [ 000 | 00 |000| 00 |026| 30 |000| 00 |348| 394 |349]| 395
klinicky vzorek 3
HPV nizce pozitivni
v nize 162 | 4,95 [000| 00 [000| 00 |[075| 152 [000| 00 |[335| 67,6 | 3,43 | 69,3
klinicky vzorek 4
HPV 16 IVT 162 | 11,02 [013] 12 |01 | 1,0 |012| 1,1 [013| 12 |054| 49 |059| 54
(183 kopii)
HPV 18 IVT 159*| 11,40 | 0,16 | 14 |017| 15 |121] 106 | 023 | 20 |1,17| 103 | 1,72 | 150
(155 kopii)
Buriky MS751 162| 987 |076| 7.7 |000| 00 |065| 66 |065| 66 |141| 143 |185| 187
(0,63 bunky)
Buiiky Hel.a 162 | 7,80 |055| 7,0 [000| 00 |085| 109 [000| 00 |[244| 31,3 |265| 33,9
(0,35 buiiky)
Buriky SiHa 162 | 7,30 [032| 43 [000| 00 [093| 127 [1,04| 143 349 | 478 377 | 517
(0,90 bunky)

*Sest vzorki mélo neplatné vysledky Aptima HPV Assay (1 pro HPV vysoce pozitivni klinicky vzorek 1, 1 pro HPV 16 IVT
(1 830 kopii), 1 pro HPV nizce pozitivni klinicky vzorek 3, 3 pro HPV 18 IVT (155 kopii)).
KV = koeficient variace; IVT = transkript in vitro; SO = standardni odchylka

Poznamka: Variabilita nékterych faktori maze byt ¢iselné zaporna. K tomu muze dojit, pokud je variabilita vzhledem k témto
faktoram velmi mala. V téchto pripadech jsou SO a KV zobrazeny jako nula.

wvrw

Zkrizena reaktivita

Bylo provedeno testovani s potencialné zkfizené reaktivnimi organismy pro Aptima HPV
Assay pomoci systému Tigris DTS. Vysledky najdete v Zkfizena reaktivita (Tabulka 28) v
Gasti systému Tigris DTS.

Interference

Bylo provedeno testovani s potencialné interferujicimi latkami pro Aptima HPV Assay pomoci
systému Tigris DTS. Vysledky najdete v Interference (Tabulka 29) v &asti systému Tigris DTS.
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