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Nos tltimos anos, numerosos paises completaram — ou encontram-se em
processo de completar — a transicio de programas de rastreio do cancro do
colo do ttero baseados na citologia para estratégias mais eficazes centradas
na detecio do HPV. Esta evolugio deve-se a sélida evidéncia cientifica
que demonstra a maior sensibilidade das provas de detegio do HPV na
identificagio de lesdes pré-cancerosas e na prevengio do cancro invasivo,
bem como as diretrizes internacionais que recomendam a sua implementacio
através de ensaios clinicamente validados.

A crescente disponibilidade de ensaios comerciais, impulsionada pelos
avangos tecnoldgicos e pelas melhorias na detegio de gendtipos, abriu
novas oportunidades para otimizar a prevencio. Alguns testes permitem
a identificagao individual de gendtipos de alto risco oncogénico, o que
aumenta a precisio clinica tanto no rastreio primdrio como na estratificacio
do risco. No entanto, esta expansio exige garantir a qualidade e a validacio
clinica dos ensaios antes da sua incorporagio nos programas de satide publica,
assegurando que oferecem uma sensibilidade e especificidade nao inferiores
aos ensaios de referéncia e uma reprodutibilidade interlaboratorial adequada.

Esta monografia da HPV World retne trés artigos que abordam aspetos-
chave da valida¢io e utilizacio de ensaios de detecio do HPV na prevencio
do cancro do colo do ttero. O primeiro artigo atualiza a lista de testes
validados a nivel internacional e revé os critérios de validacio aplicdveis aos
ensaios de detecio do HPV. O segundo explora os desafios e oportunidades
relacionados com as métricas de validacdo, os dispositivos de colheita de
amostras e a necessidade de quadros normalizados. Por fim, sao apresentados
os resultados da validacio clinica de um ensaio de detecio do HPV,
confirmando a sua adequagio para utilizagio em programas de rastreio.

Com esta monografia, a HPV World oferece aos profissionais de satde,
investigadores e responsdveis por programas de rastreio uma sintese atualizada
e prética da evidéncia sobre validacio de ensaios de detecio do HPV, com
o objetivo de apoiar decisoes informadas e garantir programas de rastreio de
elevada qualidade que contribuam para o objetivo global de eliminagio do
cancro do colo do ttero.
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intervalo de confianca de 90% (CIB) em torno da

Um numero crescente de paises e
organizagoes internacionais de combate ao
cancer recomenda a realiza¢ao de exames
de triagem ao utilizar exames clinicamente
validados que identificam sequéncias

de acido nucleico de tipos de HPV

sensibilidade relativa ou especificidade relativa nao

¢ inferior a esses valores de referéncia.

Inicialmente, apenas o Hybrid Capture 2° (HC2,
Qiagen, Gaithersburg, MD, EUA) e o GP5+/6+
PCR-EIA® (Diassay, Rijkswijk, Paises Baixos) foram
aceites como exames comparativos, uma vez que

estes ensaios foram avaliados em ensaios aleatérios

cancerigenos.

tratamento das mulheres HPV-positivas, oferece
uma prote¢io mais forte contra o cincer do
colo do dtero futuro do que a triagem baseada
na citologia®®. Por conseguinte, um ntmero
crescente de pafses e organizagdes internacionais
de combate ao cAncer mudou ou estd em fase de
mudanga para a triagem virolégica e recomenda a
triagem ao utilizar exames clinicamente validados
que identificam sequéncias de 4dcido nucleico de

3. Embora existam

tipos de HPV cancerigenos
centenas de diferentes ensaios de HPV disponiveis
no mercado, apenas uma pequena minoria deles
demonstrou cumprir os critérios de validagio
internacionais definidos por Meijer et al em
2009%°. A validagio clinica de um novo ensaio
de indice HPV para uso na triagem do cincer do
colo do dtero requer que o novo ensaio demonstre
sensibilidade e especificidade nio inferiores para
detetar neoplasia intraepitelial cervical de grau 2
(CIN2) ou pior, em comparagio com um exame
comparador de primeira ou segunda geracio.
Os padroes de referéncia para sensibilidade e
especificidade relativas  (indice versus ensaio
comparador) sio 20,90 e 20,98, respetivamente®.

Na prética, isso significa que o limite esquerdo do

baseados na populagio que comprovaram uma
incidéncia cumulativa de cAncer invasivo inferior 2
da citologia. Uma vez que estes dois ensaios jd nao
sao amplamente utilizados, uma vez que a maioria
dos laboratérios passou a utilizar exames de HPV
de nova geracio, foram definidos novos critérios
para comparadores de segunda geracio. Quatro
ensaios cumprem os critérios do comparador
padrao de segunda geracio: RealTime High-Risk
HPV Test® (Abbott, Wiesbaden, Alemanha),
Cobas 4800 HPV Test® (Roche Molecular System,
Pleasanton, CE EUA), Onclarity HPV Assay®
(BD Diagnostics, Sparks, MD, EUA); e Anyplex
IT HPV HR Detection® (Seegene, Seul, Coreia do
Sul) (Arbyn 2024, submetido). Além de cumprir
os critérios de precisdo clinica nao inferior, deve
ser documentada uma reprodutibilidade intra
e interlaboratorial suficiente do ensaio de HPV
de referéncia, em que o CIB inferior a 95% seja

>87% e o kappa seja 20,5°.

Os critérios de validacido internacional descritos
acima referem-se apenas aos ensaios de ADN do
HPV aplicados a amostras cervicais. Os ensaios
que tém como alvo outras moléculas além das
sequéncias de ADN do HPV também tém de
fornecer evidéncias da seguranca longitudinal,
o que significa documentagio de um risco
semelhante ou inferior de CIN3+ apds um

resultado negativo do exame, em comparagio com

A validagao clinica de um novo ensaio de
indice HPV para uso na triagem do cancer
do colo do utero requer que o novo ensaio
demonstre sensibilidade e especificidade
nao inferiores para detetar neoplasia
intraepitelial cervical de grau 2 ou pior, em
comparagao com um exame comparador de
primeira ou segunda geragao.

o risco apds um resultado negativo de um exame
de ADN do HPV validado, durante um periodo

de pelo menos cinco anos’.

Neste artigo, atualizamos listas anteriores de
exames de HPV clinicamente validados®’. As
revisdes sistemdticas e meta-andlises sobre a
precisio para CIN2+ dos novos exames de HPV
em comparagio com um ensaio comparador de
primeira ou segunda geragdo foram prolongadas
no tempo para abranger relatérios publicados
até abril de 2024. A revisio sistemdtica também

incorpora dados publicados recentemente sobre



Tabela 1
Lista de exames de dcido nucleico do HPV validados que podem ser usados na triagem do cincer do colo do ttero
em amostras colhidas por médicos (em abril de 2024).

NUMERO
DE TIPOS

GENE MEIOS DE

ENSAIO HUMANO¥ ARMAZENAMENTO

FABRICANTE CAPACIDADE DETALHES DA GENOTIPAGEM}

estudos de validagao:

A. Exames padrao comparativos de ADN hrHPV (validados em ensaios aleatérios baseados na populagao), utilizados como comparadores em

Al. Exame de ADN do

Qiagen, Gaithersburg,

16/18/31/33/35/39/45/51/52/56

HPV Hybrid Capture2 | MD, EUA Nenhum 13 1s8/50/68 N.e PC,SP
) Diassay, Rijkswijk, 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/
A2. GP5+/6+ PCR-EIA Holanda Nenhum 14 58/50/66/68 N.e PC,SP
B. Exames de ADN do HPV humano validados de forma consistente em varios estudos comparativos com exames padrao:
B1. Exame Alinity m HR | Abbott, Wiesbaden, ) 16,18,45,31/33/52/58,35/39/ .
HPV Alemanha Estendido 14 1 51/56/59/66/68 Sim PC
B2. Anyplex Il Deteccdo | Seegene, Seul, Coreia . 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, .
de HPV HR do Sul Cheio 14 15850,66,68 Sim PC
B3. Exame Cobas 4800 Ef;‘;t:n'}ﬂoﬂeé‘;:ﬁ;fﬂem Limitado 14 |1618,31/33/35/39/45/5/52/ Sim bC s
HPV EUA ! ! 56/58/59/66/68 !
B4. Exame de risco de Self-Screen BV, Limitado 15 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ Sim PC SP
HPV Amesterdao, Holanda 56/58/59/66/67/68 !
B5. Ensaio NeuMoDX Qiagen, Ann Arbor, MI, Limitad 15 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ Sim PC
HPV EUA ado 56/58/59/66/68
B6. Exame Onclarity BD Diagnostics, Sparks, . 16,18,31,45,51,52,33/58,35/39/ .
HPV MD, EUA Estendido 14 68,56/59/66 Sim PC,SP
. . . 06,11,16,18,31,33,35,39,40,42,43,
eI |Sene o0 | o | w [Gassmnas | smo |
9 ' 59,66,68,70,73,82
B8. Exame em Tempo -
Abbott, Wiesbaden, . 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ .
E;esaclode HPV de Alto Alemanha Limitado 14 56/58/50/66/68 Sim PC
Cepheid, Sunnyvale, CA, . 16,18/45,31/33/35/52/58,51/ .
B9. Xpert HPV EUA Estendido 14 50.39/56/66/68 Sim PC
C. O exame de ADN hrHPV foi validado de forma consistente em varios estudos comparativos com exames alternativos:
C1. Exame Cobas 6800 ﬁf;z:n":'o‘ﬂeg:lafmf;em Limitado L |161831/33/35/39/a5/51/52/ G o
HPV EUA ! ! 56/58/59/66/68
D. Exames de ADN hrHPV avaliados em apenas um estudo em comparagao com exames comparativos padrao:
GENOMICA SAU, Madrid, . 06,11,16,18,31,33,35,39,45,51, .
D1. CLART HPV4S Espanha Cheio 16 52,56.58.59,66.68 Sim PC,SP
D2. Triagem L s - L 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ .
OncoPredict HPV Hiantis Srl, Milao, Italia Limitado 13 56/58/59/68 Sim PC
D3. REALQUALITY RQ- | AB ANALITICA, Padua, Limitado 14 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ Sim pC
HPV Screen Italia 56/58/59/66/68
E. Exame de mRNA do hrHPV:
. Hologic, Bedford, MA, . 16/18/31/33/35/39/45/51/52/ -
El. Ensaio APTIMA HPV EUA Nenhum 14 56/58/50/66/68 Nao PC
F. Adicionado desde a ultima publicacao internacional da lista de exames de HPV clinicamente validados
F1. OncoPredict HPV Hiantis Srl, Milso, Ifalia Cheio 2 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, Sim pC
QT 58,59
F2. RIATOL HPV ensaio e o . 06,11,16,18,31,33,35,39,45,51,52, .
GPCR de genofipagem AML, Antuérpia, Bélgica Cheio 17 53,56,58,59,66,68 Sim PC
F3. Ensaio de Detegao Seegene, Seul, Coreia . 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, .
Aliplex HPV HR do sul Cheio 14 | 5850,66,68 Sim PC
F4. Ensaio de Triagem | Vitro S. A., Sevilla, i x 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ .
de HPV Vitro Espanha Limitado 14 1 56/58/59/66/68 Sim PC

* Outro ensaio de mRNA (APTIMA HPV16, 18/45, Hologic) pode identificar o HPV16 e o HPV18/45.
** HPV Direct Flow Chip (Vitro S.A): fornece genotipagem completa se a triagem Vitro HPV revelar outros hrHPV (que ndo HPV16/18)

nn

1 Uma barra "/" significa que os tipos de HPV sao identificados como um agregado; uma virgula " significa que os tipos ou grupos de tipos de HPV sao
identificados separadamente.
Um gendtipo do HPV em azul ndo pertence ao grupo | da IARC "tipos carcinogénicos” nem ao grupo IIA "tipos provavelmente carcinogénicos” (Bouvard

Lancet Oncol 2009%).

¥ Amplificagdo do gene humano, que é um indicador de qualidade interna que indica que a amostra contém células humanas PC
PreservCyt (Hologic, Bedford, MA, EUA)
SP SurePath (BD Diagnostics, Sparks, MD, EUA)



a reprodutibilidade intra e interlaboratorial de
novos ensaios ¢ o desempenho longitudinal dos
ensaios de mRNA do HPV.

A lista atualizada contém 19 exames de

ADN do HPV que cumprem os critérios

de validagao transversal e um exame de
ARNm do HPV, que também demonstrou
desempenho longitudinal nao inferior em
comparag¢ao com ensaios de ADN validados.

Em comparagio com a lista mais recente
incorporada no Livro de Oncologia Ginecolégica
da ESGO de 2023, contendo 16 ensaios validados,
podem ser adicionados quatro ensaios adicionais
que cumprem os critérios internacionais de
validagao: OncoPredict HPV QT (Hiantis, Milao,
Iedlia), RIATOL HPV genotyping qPCR assay®
(AML, Antuérpia, Bélgica), Allplex HPV HR
Detection assay® (Seegene, Seul, Coreia do Sul) e
o ensaio Vitro HPV Screening® (Vitro S, Sevilha,
Espanha). Os resultados estao resumidos na Tabela
1. A lista atualizada contém 19 exames de ADN
do HPV que cumpriram os critérios de validagao
transversal ¢ um exame de ARNm do HPV, que
também demonstrou desempenho longitudinal
nio inferior em comparacio com ensaios de
ADN validados®. Trés ensaios visam apenas um
agregado de 13 a 14 tipos de HPV de alto risco e
nao fornecem quaisquer detalhes de genotipagem;

Este trabalho de investiga¢dao recebeu financiamento do Programa de
Investigacao e Inova¢ao Horizonte 2020 da Unido Europeia ao abrigo do
acordo de subvengao n.2 847845 (Projeto RISCC).

oito ensaios fornecem capacidade limitada
de genotipagem, permitindo a identificagio
separada dos tipos mais carcinogénicos HPV16
e HPV18 (com ou sem HPV45); trés ensaios
fornecem genotipagem alargada (mais detalhes de
genotipagem em compara¢io com exames com
capacidade limitada de genotipagem), enquanto
seis ensaios permitem a genotipagem separada de
todos os tipos visados. Dois fabricantes de exames
produziram ensaios com genotipagem limitada
ou inexistente, mas fornecem um segundo ensaio
reflexo que permite uma maior granularidade

genotipica quando o ensaio inicial ¢ positivo. m
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HPV

significativamente, impulsionada por avancos na

de  exames comerciais  cresceu
tecnologia e na resolucio de genédtipo. Alguns
ensaios permitem agora a detegdo individual de
gendtipos carcinogénicos do HPV, aumentando
a precisdo clinica tanto para a triagem como para

a estratificacdo do risco®.
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A mudanga para a triagem primdria baseada no
HPV também introduziu o potencial para a
triagem molecular de mulheres HPV-positivas na
mesma amostra recolhida para triagem. Além disso,
as amostras recolhidas pelas préprias mulheres sao
cada vez mais reconhecidas como uma ferramenta
valiosa para melhorar a participagao das mulheres
em programas de prevencio do cincer do colo
do dtero. Conforme defendido pela OMS, esta
abordagem estd alinhada com a meta de examinar
70% das mulheres em todo o mundo, pelo menos
duas vezes ao longo da vida, utilizando exames
de alto desempenho até 2030. A combinacio da
auto-colheita de amostras com o desenvolvimento
de exames rdpidos e de baixo custo no local de
atendimento (POCTs) também representa uma
oportunidade tnica para implementar programas
de “triagem e tratamento”, especialmente em paises
de baixa e média renda (LMICs). Essas estratégias
podem beneficiar significativamente populagoes

subservidas, incluindo mulheres que vivem com

HIV, que atualmente carecem de acesso adequado
a prevengio de cancer do colo do ttero. Apesar dos
avangos notdveis no desenvolvimento dos exames
de HPV, incluindo a sua aplicagio para auto-
colheita e triagem molecular, a integracio dessas
inovagoes na prética clinica requer a avaliagio da
sua precisao clinica.

Um desafio significativo a este respeito ¢ a falta de
validagio de muitos ensaios em relagio as normas
Além disso,

os recentes avancos no diagnéstico do HPV

internacionalmente reconhecidas.

destacaram a necessidade de expandir os critérios
de validagdo atuais para incorporar métricas de

desempenho adicionais®.

Aderegar os Desafios da Validacio

Para enfrentar os desafios emergentes, os

protocolos atualizados devem considerar vérios
fatores que podem afetar o desempenho do exame

de HPV (Tabela 1).

Tabela 1

Fatores adicionais a serem considerados na validagao do exame de HPV.

Amostras que ndo sejam cervicais, tais como amostras vaginais e urindrias.

Dispositivos ufilizados para a recolha de amostras e varidveis associadas, fais como fransporte, armazenamento,
temperaturas e fempo antes do exame.

Meios e volumes utilizados para a ressuspensao de amostras clinicas e outras varidveis pré-analiticas que podem
afetar a detecdo do HPV, tais como agitagdo da amostra e/ou pré-aquecimento.

Método e protocolo de extragdo de dcidos nucleicos, incluindo o volume inicial da amostra original e/ou o uso de
sedimento celular apds centrifugacao, e o volume de eluicdo dos dcidos nucleicos.

Caracteristicas do ensaio HPV:
» Gendtipos do HPV visados
- Capacidade de genotipagem do HPV: dete¢do completa, alargada e parcial especifica do tipo de HPV
- Determinacao qualitativa ou quantitativa (carga viral) do HPV e limites relativos
- Avaliagdo da adequac¢do da amostra por controlo enddgeno e corte relativo

Automagao no processamento pré-analitico e/ou analitico.

Desfecho clinico e exame comparador utilizados na avaliagdo da sensibilidade e especificidade clinicas relativas
do ensaio.

Uma maior atengdo ao fluxo de trabalho pré-analitico e analitico completo,
como a combinacao de dispositivos de coleta de amostras, protocolos de
coleta e transporte de amostras, automag¢ao no processamento de amostras,
também precisara ser incluida em estudos de validagao futuros.



Protocolos recentes comegaram a abordar essas
complexidades. Por exemplo:

* O protocolo VALHUDES avalia a precisio
clinica dos ensaios de HPV com dispositivos
especificos de auto-colheita’, bem como se
concentra na avaliagio de todo o fluxo de
trabalho pré-analitico e analitico®.

O desenvolvimento de exames comparativos

de segunda geragio com caracteristicas
aprimoradas para a avaliagio da sensibilidade
e especificidade clinicas relativas de novos
ensaios com capacidade aprimorada de

genotipagem do HPV®.

Tabela 2

No entanto, ainda h4 desafios a serem enfrentados
em relagdo as métricas de validagao.

A introdugio da triagem primdria do HPV
forneceu evidéncias para uma melhor estratificagio
do risco através da detecao dos tipos de HPV do
Grupo 1 IARC 12 carcinogénico (Tabela 2), nao
incluindo HPVG66 ¢ HPV68’. As métricas de
valida¢do futuras precisario abordar a exclusio
do HPV66 e do HPV68, assim como a definigao
de limites especificos para cada tipo com base no
risco carcinogénico dos tipos de HPV do Grupo
1 da IARC (Tabela 2), para utilizagao na pratica
clinica.

Tipos de HPV do Grupo 1 da IARC, estratificados de acordo com o risco carcinogénico.
Adaptado da OMS’.

Subgrupo ‘ Tipos de HPV Carcinogénicos

Grupo la HPV16

Grupo 1b HPV18, HPV45

Grupo 1c HPV31, HPV33, HPV35, HPV52, HPV58
Grupo 1d HPV39, HPV51, HPV56, HPV59

Um desafio significativo a este respeito

é a falta de valida¢ao de muitos ensaios

em rela¢ao as normas internacionalmente
reconhecidas. Além disso, os recentes
avanc¢os no diagnéstico do HPV destacaram
a necessidade de expandir os critérios de
validagao atuais para incorporar métricas de
desempenho adicionais.

Além disso, em contraste com as diretrizes
baseadas na citologia, que incluem a avaliagao
da celularidade para evitar falsos negativos,
ainda faltam medidas equivalentes de garantia de
qualidade para os exames moleculares de HPV.
Estabelecer controlos internos padronizados e os
seus limites em estudos de validagio ¢ essencial

para mitigar esse risco.

Por fim, uma maior atengo ao fluxo de trabalho pré-
analitico e analitico completo, como a combinacio
de dispositivos de coleta de amostras, protocolos
de coleta e transporte de amostras ¢ automagio no
processamento de amostras, também precisard ser
incluida em futuros estudos de validacao.

Impacto Global e Orienta¢oes Futuras
Espera-se que a integracio de métricas avangadas
em kits comerciais de diagnéstico do HPV apoie
o desenvolvimento de estratégias precisas para a
prevencao do cincer do colo do ttero, incluindo
triagem, triagem molecular e exame de cura.

Os custos e a acessibilidade financeira, no entanto,
continuam a ser uma barreira significativa,
especialmente nos paises de baixa e média renda,
mas espera-se que a futura introdugio de POCTs
rdpidos e precisos a custos mais baixos tenha um
impacto significativo na prevencio do cAncer em
populacoes vulnerdveis, como as que vivem em

paises de baixa e média renda.



A combina¢ao da auto-amostragem com

o desenvolvimento de exames rapidos e

de baixo custo no local de atendimento
também apresenta uma oportunidade Unica
para implementar programas de "friagem

e tratamento"”, especialmente em paises de
baixa e média renda.

No entanto, é essencial enfatizar a importincia de
garantir a qualidade e a validagio clinica no
desenvolvimento e na implementagio desses
exames. As métricas avancadas devem ser
rigorosamente validadas para garantir o alto
desempenho e a confiabilidade dos exames de
HPV. Sio necessdrios esforcos colaborativos
internacionais para garantir um fornecimento
robusto de amostras clinicas armazenadas em
biobancos, coletadas por meio de estruturas
padronizadas como VALGENT e VALHUDES,

a fim de avaliar o desempenho clinico de novos
ensaios.

Sao necessarios esfor¢cos colaborativos
internacionais para garantir um fornecimento
robusto de amostras clinicas armazenadas
em biobancos, coletadas por meio de
estruturas padronizadas como VALGENT e
VALHUDES, a fim de avaliar o desempenho
clinico de novos ensaios.

Esta validagao é crucial para
garantir  uma estratificagao
precisa do risco e um
tratamento eficazdas mulheres
HPV-positivas, alinhando-
se, em ultima instdncia, com
os esfor¢os globais para a
eliminacao do cancer do colo
do utero.

Esta validacio ¢ crucial para garantir uma
estratificagdo precisa do risco e o tratamento eficaz
das mulheres HPV-positivas, alinhando-se, em
tltima instincia, com os esforcos globais para a
eliminacdo do cancer do colo do ttero. =
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Uma vez que os exames de ADN do HPV, que foram lancados no mercado. A validagao clinica
sao mais sensiveis do que a citologia tradicional, independente antes da sua introdugao na triagem
sao cada vez mais recomendados como principal ¢ adequada'. As orientacoes publicadas em 2009
ferramenta de triagem, muitos ensaios comerciais  por Meijer et al. descrevem a metodologia
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sensibilidade

especificidade e reprodutibilidade para detetar

essencial para avaliar clinica,

neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 ou pior

(CIN2+) de um novo exame de HPV?2,

Como os exames de ADN do HPV sao cada
vez mais recomendados como principal
ferramenta de triagem, muitos ensaios
comerciais foram lancados no mercado,
tornando essencial a validag¢ao clinica
independente antes da sua introdug¢ao em

programas de triagem.

Figura 1
Fluxo de trabalho do ensaio de triagem do HPV da Vitro.

O ensaio Vitro HPV Screening (Vitro S.A.,
Sevilha, Espanha) é um exame PCR multiplex
em tempo real totalmente automatizado que
tem como alvo a regido L1 do genoma do
HPV. O ensaio distingue 0 HPV16 ¢ o HPV18
individualmente, enquanto os outros 12 gendtipos
de HPV de alto risco (HR) (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 68) sio inicialmente detetados
como um conjunto. No entanto, estes podem
ser genotipados individualmente utilizando o
exame complementar HPV Direct Flow CHIP
na plataforma hybriSpot®. O ensaio utiliza um
sistema modular, automatizado e integrado
(MAIS-VictoriaV96) para extragio de ADN e
configuracio de PCR, garantindo a rastreabilidade
das amostras e minimizando o tempo de manuseio.
O gene da beta-globina humana é coamplificado
para verificar a integridade da amostra. O fluxo de
trabalho do ensaio de triagem do HPV da Vitro é
apresentado na Figure 1.
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O ensaio de Triagem Vitro HPV distingue
o HPV16 e o HPV18 individualmente,
enquanto os outros 12 genétipos de HPV
de alfo risco (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68) sao inicialmente detetados
como um conjunto e, posteriormente,
genotipados individualmente utilizando o
HPV complementar. Exame CHIP de fluxo
direto.

As amostras foram coletadas de mulheres de 30
anos e acima em Barcelona, Espanha, que estavam
a fazer exames de rotina para dete¢io do cAncer
do colo do ttero com base no HPV. A série
incluiu 60 casos com lesoes CIN2+ confirmadas
histologicamente e 844 casos com resultados
negativos ou <CIN2. Todas as amostras foram
recolhidas utilizando o meio ThinPrep® (Hologic)
e inicialmente testadas com o ensaio Cobas® 4800
HPV (Roche), que serviu como comparador®.

Para genotipagem alargada, o produto da PCR de
12 amostras positivas para HPV de alto risco
foi hibridizado com o exame HPV Direcr Flow
CHIP, baseado em hibridiza¢io reversa por dot
blot e dete¢io colorimétrica, para identificar
individualmente os 12 genétipos de HPV de alto
risco. Este ensaio pode genotipar simultaneamente
35 genoétipos do HPV (tanto gendtipos de alto
como de baixo risco).

O ensaio Vitro HPV demonstrou 100%

de sensibilidade clinica e 87,2% de
especificidade para CIN2+, mostrando nao
inferioridade em relagao ao Cobas® 4800.

Foram realizados estudos de reprodutibilidade
intra e interlaboratorial, testando 561 amostras
em duplicado em duas institui¢oes. A consisténcia
dos resultados foi avaliada através da concordancia
observada e teste estatistico Kappa de Cohen.

O ensaio Vitro HPV demonstrou 100% de
sensibilidade clinica e 87,2% de especificidade para
CIN2+, mostrando nio inferioridade em relagio
ao Cobas® 4800 (p=0,0049 para sensibilidade,
p<0,001 para especificidade). A concordancia
intra-laboratorial foi de 100% (intervalo de
confianca de 95% [IC 95%] 99,2-100) com um
Kappa de 1,0, e a concordancia interlaboratorial
foi de 97,3% (IC 95% 95,5-98,4) com um Kappa

de 0,95, confirmando a forte fiabilidade do exame.

Para genétipos individuais do HPV, a concordincia
intra-laboratorial variou de 98,2 a 100%, com
valores Kappa entre 0,91 e 1,00, exceto para o
HPV68 (kappa=0,79). No que diz respeito a
reprodutibilidade interlaboratorial, a concordincia
foi >96% em todos os gendtipos individuais, com

valores kappa variando de 0,86 a2 0,97.

Entre os casos CIN2+, observou-se uma excelente
concordancia entre o Vitro e o Cobas® para
o HPV16 e o HPV18 (Kappa = 1,0) e os 12
genétipos de HPV de alto risco agrupados (Kappa
= 0,96 [IC 95%: 0,90-1,00]). HPV31, HPV52 e
HPV58 foram os gendtipos detetados com maior
frequéncia.

Em <CIN2 casos, excelente concordancia (Kappa
=1,0) também foi encontrado para o HPV16 ¢ o
HPV18, ¢ 0,99 (IC 95%: 0,98-1,00) para os 12
HPV de alto risco, sendo o HPV66 o genétipo
mais prevalente.

A genotipagem alargada revelou uma elevada
concordincia nas andlises intra e interlaboratoriais.

Conclusao

O ensaio Vitro HPV Screening cumpre todos os
critérios internacionais de validagao, provando ser
um candidato adequado e fidvel para a triagem
do cancer do colo do utero. A sua automatizacao,
integragio com  genotipagem alargada e
reprodutibilidade  intra e interlaboratorial
excecional em todos os genétipos de HPV-AR
apoiam sua aplica¢io potencial em programas de
triagem de populacio. Embora as orientagdes atuais
nao exijam a validacio do gendtipo individual, os
dados apresentados apoiam a sua relevancia clinica
para a futura estratificacio de risco, especialmente
a medida que as populagées vacinadas envelhecem

e entram na coorte de triagem. m
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A Vitro® forneceu os produtos pldsticos, reagentes e
equipamentos necessdrios para a realizagao de todos os
exames de triagem do HPV da Vitro e todos os exames
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A HPW ¢ uma publicagio internacional (www.hpvworld.com) destinada a
divulgar informagcio cientifica relevante para a prevencao, diagndstico e tratamento
de malignidades relacionadas com o HPV.

Desde a sua criagio, a HPW tem apoiado os esforcos globais liderados pela
Organizagio Mundial da Satde (OMS) para eliminar o cancro do colo do utero
como um problema de satde publica neste século.

A HPW dirige-se a profissionais de satide que, embora nio sejam especialistas em
HPV, sdo comunicadores-chave junto da populagio e desempenham um papel vital
na prevengio e tratamento de doengas relacionadas com o HPV.

Em junho de 2025, a HPW alcangou um impacto significativo: atingiu
aproximadamente 118 000 leitores, publicou mais de 307 artigos escritos por mais
de 404 autores e o seu website recebeu mais de 3 milhoées de visitas em todo o
mundo. As regiées com maior influéncia sio a América do Norte ¢ a Europa.

118.000 404
leitores autores

| 307 _ A~ 3 milhdes de visitas
— l artigos publicados &D ao website da HPW

O projeto ¢ reconhecido e apoiado por numerosas instituicoes cientificas e médicas,
incluindo a International Papillomavirus Society (IPVS) e a European Society of
Gynaecological Oncology (ESGO), entre outras.

Para além da educacio, a HPW contribui para o objetivo global de eliminar o cancro
do colo do ttero através de trés estratégias-chave: apoiar campanhas locais, traduzir
materiais para linguas locais e produzir podcasts para facilitar o acesso a contetidos

educativos.

Para saber mais ou contribuir para o projeto, visite www.HPVWorld.com.

* Dados atualizados até junho de 2025.
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