HC /9 Hybrid Capture®2

Kayttbéohjeet

digene® HC2 GC-ID DNA Test

Kemiluminesenssikuoppalevylla suoritettava signaalin vahvistava in vitro
nukleiinihappohybridisaatiomaaritys Neisseria gonorrhoeaen (GC) DNA:n kvalitatiiviseksi
osoittamiseksi kohdunkaulanaytteista.

Kaytettavaksi yhdessa seuraavien kanssa:
digene® HC2 DNA -naytteenotin

digene® Female Swab Specimen Collection Kit
Hologic PreservCyt® -liuos

TARKEIMMAT MUUTOKSET EDELLISEEN PAKKAUSSELOSTEESEEN

1. Paivitetty tuotenimi
2. Paivitetty refleksikoeviitteet ja tiedot.

Vain koulutetun ja laillistetun laboratoriohenkil6ston ammattikaytté6n. Lue ndma ohjeet
huolellisesti ennen kokeen kayttoa.
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NIMI JA KAYTTOTARKOITUS

digene® Hybrid Capture® 2 (HC2) GC-ID DNA -koe on kemiluminesenssikuoppalevylld suoritettava
signaalin vahvistava in vitro nukleiinihappohybridisaatiomaéritys Neisseria gonorrhoeaen DNA:n
kvalitatiiviseksi osoittamiseksi kohdunkaulanaytteistd, jotka on keratty digene HC2 DNA -
naytteenottimella [joka koostuu kohdunkaulaharjasta ja digene Specimen Transport Medium (STM) —
naytteenkuljetusaineesta] ja kohdunkaulanaytteista, jotka on keratty digene Female Swab Specimen
Collection -vélinepakkauksella (vanutuppo ja STM) tai naytteistd, jotka on keratty harjamaisella
keraysvalineelld ja asetettu Hologic Preseeryt® -liuokseen. digene HC2 GC-ID DNA Test -koe on
tarkoitettu kaytettdvaksi symptomaattisilla tai asymptomaattisilla naisilla osoittamaan Neisseria
gonorrhoeae (GC) -infektio.

Kun tavoitteena on suurien naytemaarien tehotestaus, digene HC2 GC-ID DNA Test -koe voidaan
suorittaa Rapid Capture® System (RCS) -jarjestelman valinesovelluksena.

IVD

In vitro diagnostiseen kayttoon

TIVISTELMA JA SELITYKSET

Neisseria gonorrhoeae -bakteerit ovat liikkumattomia, gramnegatiivisia diplokokkeja, joiden
kasvuvaatimukset ovat melko monimutkaiset. Ne ovat aerobisia bakteereja ja niiden kasvu on
optimaalista lampdétila-alueella 35-37 °C, ymparistdon CO,-pitoisuuden ollessa 3—7 % ja ilman suhteellisen
kosteuden ollessa =270 %. Perinteisesti presumptiivinen Neisseria gonorrhoeae -diagnoosi on saatu
eristdmalla organismit Kliinisistd naytteistd tehdyistd viljelyistd ja kayttdmalla gramvarjaysta
morfologisessa tutkimuksessa. Definitiivinen diagnoosi saadaan viljelystd tehdylld positiivisella
oksidaasikokeella jaltai katalaasikokeella. Lisdvahvistusta tuloksille saadaan mm.
hiilihydraattidegradaatio-, agglutinaatio- ja sokerinkaymiskokeilla. Definitiivisempiin, suoriin Neisseria
gonorrhoeae  -kokeisiin  kuuluu mm. antigeenien detekointi ja nukleiinihappokoetinkokeet.
Entsyymisidonnaisen immunoadsorbenttimaarityksen on osoitettu olevan yhta herkka ja yhta spesifinen
kuin gramvarjayksenkin detekoitaessa gonokokkibakteereja miehen virtsaputkesta ja ensivirtsanaytteista
otetuista naytteista, mutta sen herkkyys ei ole yhtd hyva, kun kohteena ovat endoservikaalinéiytteet.1‘2
Koska antigeenidetekointikoe voi reagoida ristiin kommensaalisten Neisseria-bakteerien ja niille sukua
olevien lajien kanssa®, tata koetta ei voi kayttdd muuhun kuin presumptiivisen diagnoosin tekemiseen.’

Tuoreemmissa tapauksissa nukleiinihappo-hybridisaatikokeita on kaytetty arvioitaessa Kkliinisten
naytteiden Neisseria gonorrhoeae -bakteerien esiintymistd erittdin riskialttiisiin  populaatioihin
kohdistuvissa selvityksissa, joissa on kaytetty sekd endoservikaalindytteitd ettd miehiltd otettuja
uretraalindytteita.

MENETELMAN PERIAATE

digene Hybrid Capture 2 -teknologiaan perustuva digene HC2 GC-ID DNA Test -koe on signaalin
vahvistava, kuoppalevykemiluminesenssidetekointia hyddyntdva nukleiinihappo-hybridisaatiomaaritys.
Kohde-DNA:ta sisaltdvat naytteet hybridisoituvat spesifin GC RNA -koettimeen. Na&in syntyneet
RNA:DNA-hybrididt  siepataan  huolellisesti RNA:DNA-hybridispesifeilla  vasta-aineilla  sivellylle
mikrokuoppalevylle. Seuraavaksi annetaan immobilisoituneiden hybridien reagoitua alkaliseen
fosfataasiin ~ konjugoituihin, RNA:DNA-hybridispesifisiin  vasta-aineisiin, ja ne detekoidaan
kemiluminesenssisubstraatilla. Kuhunkin vasta-aineeseen konjugoituu useita alkalifosfataasimolekyyleja.
Konjugoidut vasta-aineet sitoutuvat monilukuisina kuhunkin siepattuun hybridiin ja saavat aikaan
huomattavan signaalin vahvistumisen. Kun sitoutunut alkalinen fosfataasi pilkkoo substraattia, syntyy
valoa, jota mitataan suhteellisina valoyksikkéind (RLU) luminometrilld. Syntyvan valon voimakkuus
iimaisee, sisaltaako nayte kohde-DNA:ta vai ei.

Mittauksessa saatu RLU, joka on yhtd suuri tai suurempi kuin maaratty suhdeluku positiiviseen raja-
arvoon (Cutoff, CO), viittaa GC DNA:n ilmenemiseen naytteessa. Maarattyd CO-suhdetta pienempi RLU-
tulos osoittaa, ettd naytteessd ei ole GC DNA:ia tai ettd ko. DNA-tasot jdavat alle analyysin
detekointirajan.



GC-koetin sisaltdd koetinseoksen, joka on nimenomaan valittu eliminoimaan tai minimoimaan ristiin
reagoinnin sellaisten DNA-sekvenssien kanssa, jotka ovat peraisin ihmissoluista, muista bakteerilajeista
tai muista Neisseria-lajeista kuin Neisseria gonorrhoeae. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen mukana
toimitettu GC-koetin on komplementaarinen n. 9 700 bp:n (0,5 %) Neisseria gonorrhoeaen genomiseen
DNA:han nahden (1,9 x 10° bp).* Yksi koetin on komplementaarinen 4200 bp:n (100 %) kryptiseen
plasmidiin nahden.

Lukuisien naytteiden tehotestaaminen digene HC2 CT/GC DNA Test -kokeella voidaan suorittaa
kayttamalla yleisessd kaytdssd olevaa automatisoitua pipetointi- ja laimennusmenetelmaa, josta
kaytetddn nimea Rapid Capture System. Kyseinen instrumentti, jonka kayttoon liittyy digene HC2 GC-ID
DNA Test -kokeelle ominainen sovellus, pystyy kasittelemaan jopa 352 naytettd kahdeksassa tunnissa.
Suurien naytemaarien tehokasittely on mahdollista, kun kaikki maaritysvaiheet suoritetaan em. RCS-
menetelmaa kayttden. Poikkeuksena ovat kuitenkin naytteiden denaturointi, kemiluminesenssisignaalin
detekointi ja tulosten raportointi.



PAKKAUKSEEN SISALTYVAT REAGENSSIT JA MATERIAALIT

Yksi digene HC2 GC-ID DNA Test -koepakkaus siséltdéd 96 koetta ([REF] 5140-1330). Potilastulosten
maara vaihtelee pakkauksen kayttdmaarasta riippuen:

1 kayttd = 88 potilastulosta

2 kayttdéa = 80 potilastulosta
3 kayttdéa = 72 potilastulosta
4 kayttoa = 64 potilastulosta

Osoitinviri [ INDIC 1% 0,35 ml

Sisaltda 0,05% w/v (paino-tilavuussuhde) natriumatsidia.

Denaturointireagenssi*| REAG | DENAT| 1x50ml
Laimennettu natriumhydroksidiliuos (NaOH).

Koettimen laimennin* PROBE 1x5ml

Puskuroitu 0,05 % w/v natriumatsidia sisaltava liuos.

GC-koetin

1 x 200 pl
GC RNA -koetin puskuriliuoksessa. X H

Negatiivinen kalibraattori (Negative Calibrator — NC) [CAL |- |

Kantaja-DNA 0,05 % w/v natriumatsidia sisaltdvassa naytteenkuljetusaineessa
(STM).

1x2ml

GC-positiivinen kalibraattori (Positive Calibrator — PC)
1,0 pg/ml kloonattua GC DNA:ta ja kantaja-DNA:ta 0,05 % w/v natriumatsidia Tx1ml
sisaltdvdssd STM:ssa.

Laaduntarkkailu CT (QC CT)

5,0 pg/ml kloonattua CT DNA:ta ja kantaja-DNA:ta 0,05 % w/v natriumatsidia
sisdltdvassad STM:ssa.

1x1ml

Laaduntarkkailu GC (QC GC)

5,0 pg/ml kloonattua GC DNA:ta ja kantaja-DNA:ta 0,05 % w/v natriumatsidia
sisaltdvassa STM:ssa.

1x1ml

Sieppauskuoppalevy | PLATE | CAPTURE | Kukin 1
Sivelty anti-RNA:DNA-hybridivasta-aineilla.

Detekointireagenssi 1 [REAG

Alkaliseen fosfataasiin konjugoituja RNA:DNA-hybridien vasta-aineita 0,05 % wi/v
natriumatsidia sisaltdvassa puskuriliuoksessa.

1x12 mil

Detekointireagenssi 2 |REAG | DET [ 2| 1x12 ml

CDP-Star® + Emerald I (kemiluminesenssisubstraatti).

Pesupuskuritiiviste* | BUF | WASH [ X 30 | 1% 100 ml
Siséltéda 1,5 % w/v (paino-tilavuussuhde) natriumatsidia.

* Katso tdmén pakkaussel osteen kohdasta Varoitukset ja varotoimenpiteet tarkemmat terveyttéd ja turvallisuutta
koskevat tiedot.



TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOTKA EIVAT SISALLY PAKKAUKSEEN

Hybridinsieppausjarjestelmin in vitro diagnostiset laitteet ja tarvikkeet”

digene Hybrid Capture 2 -jarjestelma (“digene HC2 -
jarjestelma”), joka sisaltda QIAGENiIn hyvaksyman
luminometrin (“luminometri’), QIAGENiIn hyvaksyman
tietokoneen seka tietokoneen oheislaitteet (naytto,
nappaimisto, hiiri, tulostin ja tulostimen kaapeli), digene HC2
-jarjestelman ohjelmisto (“digene
analyysimaaritysohjelmisto”), digene HC2 -jarjestelman
analyysiprotokollat CT/GC-maéritysta varten, LumiCheck
Plate -ohjelmisto ja and digene HC2 -jarjestelmaohjelmiston
kayttbohjeet.

Hybrid Capture System Rotary Shaker | -
Hybridinsieppausjarjestelman tasoravistin |

Hybrid Capture System Microplate Heater | -
Hybridinsieppausjarjestelman kuoppalevyn lammitin |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer
Hybridinsieppausjarjestelman automaattinen
kuoppalevypesuri

Hybrid Capture Sg/stem Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2
or 2 (Optional) Hybrld|n5|eppau31arjestelman
moninayteputkivortexi | tai 2 (I|savaruste)

Konversioteline ja telineen kansi (lisdvaruste manuaaliseen
kayttéon: tarvitaan kaytettdessa Rapid Capture -jarjestelmaa
digene HC2 GC-ID DNA Test- jaPreservCyt-naytteiden
kanssa)

digene-nayteteline ja telineen kansi (lisdvaruste manuaaliseen
kayttdon: tarvitaan kaytettdessa Rapid Capture -jarjestelmaa
digene HC2 CT-ID Test- ja digene HC2 -naytteiden kanssa,
jotka on keratty digene HC2 DNA naytteenottimella)

EXPAND-4 Pipettor an% Stand ( optlonal) EXPAND-4- pipetti
ja teline (lisavaruste)

digene HC2 DNA -naytteenotin®

Yleisia laboratoriossa kaytettavia laitteita ja tarvikkeita

digene Female Swab Specimen Collection Kit -
Hybridinsieppausjarjestelmaan sisaltyva naispotilaan
vanutupponaytteiden kerailypakkaus (koostuu kahdesta
vanutuposta ja digene SpeC|men Transport Medium™
naytteenkuljetusaineesta)®
Tube Sealer Dispenser and cutting device - Putkentiivisteen
annostelija ja leikkuri (lisdvaruste, kaytetddn MST Vortexer
2:ssa)
Rapid Capture System - Rapid Captur® -jarjestelma (lisévaruste
suurten naytemaarien tehotestaamiseen)®
Pesulaite
Hybridisaatiokuoppalevyt
Kuoppalevyn kannet
Tyhjat kuoppalevyliuskat (toimittaja Costar, mallinro 2581);
lisdvaruste kaytettdvaksi automaattisen kuoppalevypesuri I:n
kanssa
Erikoispitkat pipetinkarjet naytteen siirtdmiseen
Naytteenottoputket
Naytteenottoputkiteline
Naytteenottoputkien kierrekorkit
Kertakayttdiset reagenssialtaat
DuraSeaI®'putkentiivistekalvo

Lisalaitteet ja -varusteet PreservCyt-liuosnaytteen
prosessointiin

Riittdvan suuri 6542 °C:n vesihaude, johon mahtuu joko yksi
konversioteline (36 x 21 x 9 cm) tai kaksi digene
naytetelinetta (kukin 31,7 x 15,2 x 6,4 cm)

Mikrosentrifugi (lisdvaruste koetinpullojen sentrifugointiin
maksimaalisen koetintilavuuden saamiseksi)

Astialla varustettu vortekssekoitin

Yksikanavainen mikropipetti (mikroannostelija); muunneltavat
asetukset 20—200 pl:n ja 200-1000 pl:n tilavuuksille

Sarja- annosteleva tasmamantapipetti, kuten esim. Eppendorf
Repeater -pipetti tai vastaava

8-kanavainen pipetti: muunneltavat asetukset 25-200 pl:n
tilavuuksille

Ajastin

Natriumhypokloriittiliuosta, 0,5 % lopullinen tilavuus
(kotitalouskayttoon tarkoitettua valkaisuainetta)

Parafilm® tai vastaava

Kertakayttdiset aerosolin estavat pipetinkarjet yksikanavaiseen
pipettiin (20200 pl ja 200-1000 pl)

Kertakéayttoiset karjet Eppendorf Repeater®:
(25 ja 500 pl)

Kertakayttoiset karjet 8-kanavaiseen pipettiin (25—200 pl)

Kimtowels® -pyyhkeet tai vastaavat vahanukkaiset
paperipyyhkeet

Kertakayttéinen podytasuojus

Puuterittomat suojakasineet

5 ml:n ja/tai 15 ml:n painokorkilliset, pyéredpohjaiset
polypropeeniputket (koettimen laimennukseen)

Korkilliset 2,0 ml:n polypropyleeniset mikrosentrifugiputket

-pipettiin

Swinging Bucket Centrifuge -sentrifugi, jonka suurin nopeus on
2900+150 x g ja johon mahtuu 10 ml:n tai 15 ml:n
kartiopohjaisia polypropeeniputkia

5 ml:n serologiset pipetit tai siirtopipetit

digene HC2-naytteenkonversiosarja

Kertakayttdiset karjet Eppendorf Repeater -pipettia varten
(50 ja 100 )

Manuaaliseen vorteksimenetelmaan:

digene HC2 -naytteenkonversioputket (15 ml:n kartiopohjaiset)':,
Sarstedt® 10 ml:n korkilliset tai VWR® kartiopohjaiset putket
tai Corning®-merkkiset 15 ml:n korkilliset kartiopohjaiset
polypropeeniputket

Nayteputkiteline, johon mahtuu 10 ml:n tai 15 ml:n
kartiopohjaisia putkia

Moninayteputkivortexi 2 -menetelmaan

digene HC2 -naytteenkonversioputket (15 ml:n kartiopohjaiset)”

Moninayteputkiien (MST) vortexi 2

Konversioteline ja telineen kansi (vain 15 ml:n kartiopohjaisille
putkille)

Putkentiivisteen annostelija ja leikkuri

DuraSeal-putkentiivistekalvo (kaytetdan MST Vortexer 2:ssa)

A QIAGEN toimittaa vain laitteita ja varusteita, jotka on validoitu kaytettaviksi digene HC2 CT/GC DNA -kokeiden kanssa.
8 Tarvitaan my®s silloin, kun suoritetaan puoliautomaattista RCS-sovellusta.



c Kayttajakohtainen varuste. Muita kayttajan laajennettavissa olevia monikanavapipetteja voidaan kayttaa, mikali karkivaliksi
saadettdessa saadaan 3,2 cm. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttéaa yksikanavapipettia, jonka annostelukapasiteetti on 75 pl.

N digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suoritusarvot on maaritetty vain tdssa mainittuja naytteenottopakkauksia kayttaen.

E Ks. Rapid Capture -jarjestelman kayttdopas liittyen ko. jarjestelman kayttamiseen lukuisien naytteiden tehotestaamisen

yhteydessa tata maaritysmenetelmaa kaytettaessa.

Kaytettdva QIAGEN n toimittamia digene HC2 -naytteenkonversioputkia (VWR tai Corning®-merkkisié), sen varmistamiseksi, etta

analyysi sujuu suunnitellusti monindyteputkivortexi 2 —-menetelmaa kaytettaessa.

F

VAROITUKSET JA VAROTOIMET

OHJEET LUETTAVA HUOLELLISESTI ENNEN KOKEEN KAYTTOA.

TURVALLISUUSVAROTOIMET

KAIKKIA NAYTTEITA taytyy pitdd mahdollisina tartuntaldhteind. Mik&an tunnettu testausmenetelma ei
pysty antamaan tayttd varmuutta siita, etta naytteet eivat levittaisi tartuntaa. Ihmisesta peraisin olevia
naytteitd suositellaan kasiteltaviksi asianmukaisten kansallisten/alueellisten biologista turvallisuutta
koskevien kaytantdjen mukaisesti.>®"® Tata biologista turvallisuutta koskevaa kaytantdoa tulee soveltaa
materiaaleihin, jotka sisaltavat tai joiden epailldan sisaltdvan tartunnanaiheuttajia. Vahintdan seuraavat
menettelyt kuuluvat tallaisiin varotoimiin:

1. Al4 pipetoi suun avulla.
2. Ala tupakoi alakéa syo tai juo tiloissa, joissa kasitelldan reagensseja tai naytteita.

3. Reagenssien tai naytteiden kasittelyssa on kaytettava kertakayttdisia puuterittomia suojakasineita.
Kokeen suorittamisen jalkeen kadet on pestava huolellisesti.

4. Kaikki naytteista peraisin olevat roiskeet tulee puhdistaa ja desinfioida tuberkulosidisella (esim. 0,5 %
v/v natriumhypokloriitilla) tai muulla sopivalla desinfiointiaineella 1

5. Kaikki naytteet, reagenssit ja muut mahdollisesti saastuneet materiaalit tulee dekontaminoida ja
havittda kansallisten ja paikallisten sdannosten edellyttdmalla tavalla.'"?

Jotkut reagenssit sisaltdvat natriumatsidia. Natriumatsidin on raportoitu muodostavan lyijy- tai
kupariatsidia laboratorioputkistoissa. Koputtaminen, esim. vasarointi, voi aiheuttaa naiden atsidien
rajahtamisen. Lyijy- tai kupariatsidin ehkaisemiseksi viemarit tulee huuhdella perusteellisesti vedella
natriumatsidia sisaltavien liuosten havittdmisen jalkeen. Yhdysvaltain tydsuojeluvirasto NIOSH suosittelee
seuraavaa kaytantéd kontaminaation poistamiseksi vanhoista viemareista, joihin atsidia epailldan
kertyneen: (1) neste juoksutetaan pois lukosta kumi- tai muoviletkulla, (2) taytetdadn 10-prosenttisella v/v
natriumhydroksidiliuoksella, (3) annetaan seistad 16 tunnin ajan ja (4) huuhdellaan pois runsaalla vedella.



TIETOJA TURVALLISUUS- JA TERVEYSVAAROISTA

Alla luetellut materiaalit on vahvistettu Euroopan yhteison direktiivien 2001/59/EY ja 99/45/EY
vaatimusten mukaisesti.

Pesupuskurikonsentraatti. Sisaltda natriumatsidia: Myrkyllinen (T)

R25: Myrkyllista nieltyna.

R52/53: Haitallista vesielidille, voi aiheuttaa pitkaaikaisia haittavaikutuksia vesiymparistossa.

S36/37/39: Kaytettava sopivaa suojavaatetusta, suojakasineita ja silmien- tai kasvonsuojainta.

S45: Onnettomuuden sattuessa tai tuntiessasi pahoinvointia, hakeudu heti Iadkarin hoitoon (nayta laakarille t
etikettia, mikali mahdollista).

Denaturointireagenssi. Sisadltaa natriumhydroksidia: Sydvyttava (C)

R35: Aiheuttaa vakavia palovammoja.

S26: Roiskeet silmista on huuhdeltava valittdomasti runsaalla vedella ja hakeuduttava I&akariin hoitoon.
S36/37/39: Kaytettava sopivaa suojavaatetusta, suojakasineita ja silmien- tai kasvonsuojainta.

S45: Onnettomuuden sattuessa tai tuntiessasi pahoinvointia, hakeudu heti ladkarin hoitoon (nayta laakarille t
etikettia, mikali mahdollista).

Koettimen laimennin. Sisiltaa BES ja etikkahappoa: Arsyttiva (Xi)

R36/38: Arsyttaa silmia ja ihoa.

S26: Roiskeet silmistd on huuhdeltava valittdmasti runsaalla vedella ja hakeuduttava I&akariin hoitoon.
S36/37/39: Kaytettava sopivaa suojavaatetusta, suojakasineita ja silmien- tai kasvonsuojainta.

HATATIETOJARJESTELMA (24 H)

HATATAPAUKSESSA LAAKETIETEELLISTA ANTAA ENGLANNIKSI, RANSKAKSI JA SAKSAKSI 24
TUNTIA VUOROKAUDESSA:

MAINZIN MYRKYTYSTIETOKESKUS SAKSASSA

PUHELIN: +49-6131-19240

Ks. lukuisien naytteiden tehotestaamiseen liittyvia lisavaroituksia ja varotoimenpiteita Rapid
Capture -jarjestelméan kayttdoppaasta.



KASITTELYA KOSKEVAT VAROTOIMET
1. Vain in vitro diagnostiseen kayttoon.

2. Kohdunkaulaharja, joka on tarkoitettu kaytettdvaksi vain naisilla, jotka eivat ole raskaana.

3. Reagensseja ei saa kayttaa ulkopakkauksessa olevan symbolin g viereen merkityn viimeisen
kayttopaivan jalkeen.

4. Mikali maaritys tehdaan annettujen aika- ja lampdtilarajojen ulkopuolella, saadut tulokset voivat olla
epapatevid. Ne maaritykset, jotka eivat tapahdu asetettujen aika- ja lAmpétilarajojen sisalla, ovat
epapatevia ja ne on suoritettava uudelleen.

5. Luotettavien testitulosten saamiseksi digene HC2 GC-ID DNA Test -koemenetelmaa, maarityksen
kalibraation varmennuskriteereitd, laaduntarkkailua ja ndytetulosten tulkintaa tulee seurata tarkasti.

6. Reagenssia on pipetoitava tdsmalleen osoitettu maara ja sekoittaminen on tehtava hyvin jokaisen
reagenssilisayksen jalkeen. Jos nain ei menetelld, kokeista saatavat tulokset voivat olla virheellisia.
Varimuutosten ilmeneminen odotetulla tavalla on varmistus siitd, ettd nama ehdot on taytetty.

7. Nama komponentit on testattu yhtena kokonaisuutena. Komponentteja ei saa vaihtaa muista Iahteista
tai toisista erista peraisin olevien komponenttien kanssa.

8. Nukleiinihapot ovat erittin herkkia ymparistén nukleaasidegradaatiolle. Nukleaaseja on ihmisen iholla
ja ihmisten kasittelemilld pinnoilla tai materiaaleilla. Puhdista tydpinnat , levita niille kertakayttéinen
pdytasuojus ja kayta puuterittomia suojakéasineita tutkimuksen kaikissa suoritusvaiheissa.

9. Esta sieppauskuoppalevyn ja detekointireagenssi 2:n kontaminoituminen eksogeenisella alkalisella
fosfataasilla tutkimuksen aikana. Aineita, jotka voivat sisaltda alkalista fosfataasia, ovat
detekointireagenssi 1, bakteerit, sylki, hiukset ja ihon 6ljyt. On erittdin tarkeaa, etta
sieppauskuoppalevy peitetddn pesuvaiheen jalkeen ja detekointireagenssi 2:n
inkubaatioajaksi, koska eksogeeninen alkalinen fosfataasi voi reagoida detekointireagenssi
2:n kanssa ja antaa vaaria positiivisia tuloksia.

10. Suojaa detekointireagenssi 2 altistumasta pitkdan suoralle valolle. Reagenssi on kaytettava heti
alikvoottien ottamisen jalkeen ja on valtettava suoraa auringonvaloa.

11. Sarja-annostelija tulee valmistella ennakkoon ennen reagenssin annostusta ja se tulee tarkastaa
suurten ilmakuplien varalta sdanndllisin valein. Haitalliset maarat suuria ilmakuplia sarja-annostelijan
karjessa voivat aiheuttaa epatarkkuutta annostelussa, ja tama voidaan valttaa tayttamalla annostelija,
tyhjentamalla neste laitteesta ja tayttdmalla se uudelleen. Ks. annostelijan valmistajan antamat
kayttdohjeet.

12. Detekointireagenssi 1:n ja 2:n annostelussa monikanavapipetointi tulee tehda
kaanteispipetointimenetelmalla (ks. Hybridien detekointi). Tarkistetaan, ettd jokainen monikanava-
annostelijan pipetinkarki on tiiviisti kiinni ja asianmukaisesti taytetty.

13. Varmista, etta kukin mikrokaivo pestaan huolellisesti manuaalisen pesumenetelman ohjeiden
mukaisesti. Riittamaton pesu lisaa taustaa ja saattaa aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia.
Pesupuskurin jaamat kaivoissa voivat heikentaa signaalia tai huonontaa toistettavuutta.

14. Kuoppalevyn lammitin 1:n annetaan tasaantua vahintdan 60 minuutin ajan kylmakaynnistyksen
jalkeen ldmpdtilaan 6512 °C. Jos tdma ldmpidmisaikavaatimus laiminlyddaan, seurauksena saattaa
olla hybridisaatiokuoppalevyn sulaminen. Lisatietoja on kuoppalevyn I[ammitin I:n kdyttdoppaassa.

REAGENSSIEN VALMISTAMINEN JA SAILYTYS

1. Sailyta pakkaus 2-8 °C:n lampdtilassa vastaanottamisen jalkeen. Pesupuskuritiiviste,
denaturointireagenssi ja osoitinvari voidaan haluttaessa sailyttda 2—30 °C:n lampétilassa.

2. Reagensseja ei saa kayttaa ulkopakkauksessa olevan symbolin i viereen merkityn viimeisen
kayttopaivan jalkeen (ks. jaljempana).

3. Kaikki reagenssit ovat kayttdvalmiita paitsi denaturointireagenssi, GC-koetinseos ja pesupuskuritiiviste.



Ks. GC-koetinseoksen, pesupuskuritiivisteen, detekointireagenssi 1:n ja detekointireagenssi 2:n
valmistamiseen liittyvia kdyttoohjeita Rapid Capture -jarjestelman kayttdoppaasta, silla ko. ohjeet
koskevat nimenomaan tilanteita, joissa jarjestelmaa kaytetddn suuria lukumaaria kasittavien
ndytteiden tehotestaamiseen.

Reagenssien valmistusmenetelma

Denaturointi-
reagenssi

VALMISTA ENSIN:
Lisda denaturointireagenssipulloon viisi tippaa osoitinvaria ja sekoita hyvin.
Denaturointireagenssin tulee olla variltdan tasaisen tummanvioletti.

Valmis denaturointireagenssi pysyy stabiilina kolmen kuukauden ajan sailytettyna 2—-8 °C:n
lampétilassa. Varusta uudella viimeinen kayttépaiva -merkinnalla. Jos vari heikkenee, lisaa kolme
tippaa osoitinvaria ja sekoita perusteellisesti ennen kayttoa.

Varoitus: Denaturointireagenssi on syovyttavaa. Kaytettava tarkoituksenmukaista
suojavaatetusta, suojakasineita seka silma- tai kasvosuojainta. Noudata varovaisuutta
kasitettelyn aikana.

GC -koetinseos
(valmistettu
GC-koettimen
ja koettimen
laimentimen
reagensseista)

VALMISTA NAYTTEEN DENATUROINTI-INKUBAATION AIKANA:
TARKEAA: KOETIN TARTTUU JOSKUS PULLON KANTEEN.

Huom.: Noudata tdssa vaiheessa koettimen ja koetinseoksen ribonukleaasikontaminaation
estamiseksi adrimmaisen suurta huolellisuutta. Kayta koettimen pipetointiin aerosolin
estavia pipetinkarkia. Koettimen laimennin on tahmeaa. Varmista, etta GC-
koetinseosta valmistettaessa sekoitus suoritetaan huolellisesti.
Sekoittamisvaiheessa tulee nesteeseen muodostua nakyva pyorre. Riittaméaton
sekoittuminen voi johtaa heikentyneeseen signaaliin.

» Sentrifugoi GC-koetinpulloa hetken ajan, jotta neste saadaan pullon pohjalle. Napauta
kevyesti, jotta sekoittuisi.

» Maarita tarvittavan koetinseoksen maara (25 ul/koe). Koetinseosta suositellaan valmistettavan
sen verran enemman, etta voidaan korvata se maara, joka mahdollisesti haviaa pipetin karkiin
tai pullon reunoihin. Ks. ehdotetut tilavuudet alla olevasta luettelosta. Suositeltava
vahimmaismaara kaivoja kutakin kayttéa kohti on 24. Jos halutaan kayttdd véahemman kuin 24
kaivoa analyysia kohti, testien kokonaismaara pakkausta kohden saattaa jadda pienemmaksi
seka koettimen ettd koettimen laimentimen riittdmattémyyden vuoksi.

« Siirra tarvittava maara koettimen laimenninta uuteen kertakayttdiseen astiaan. Kokeiden
maarasta riippuen suositellaan joko 5 ml tai 15 ml painokorkillisia, pyéreapohjaisia
polypropeeniputkia. Valmista 1:25 laimennus GC-koetinta koettimen laimentimeen
koetinseoksen valmistamista varten.

Kokeiden/liuskojen Ikm Koettimen laimentimen tilavuus*  Koettimen tilavuus*
96/12 4,0 ml 160,0 ul

72/9 3,0 ml 120,0 pl

48/6 2,0 ml 80,0 pl

24/3 1,0 ml 40,0 pl

Kaivoa kohti 0,045 ml 1,8 ul

*Naihin arvoihin sisaltyy suositeltu ylimaara.

* Pipetoi koetin koettimen laimentimeen asettamalla pipetin karki putken sis&seinaa vasten
aivan kuperan linssin ylapuolelle ja tyhjenna sisaltd. Ala upota karkeéa koettimen
laimentimeen.

* Vorteksoi vahintdan 5 sekunnin maksiminopeudella, jotta sekoittuminen olisi perusteellinen.
Nakyva pyorre tulee muodostua. Varusta “GC-koetinseos”-merkinnalla ja sailyta suljetussa
astiassa kunnes se kaytetdan. Kayttamaton koetinseos tulee havittaa.




Pesupuskuri

VALMISTA SIEPPAUSVAIHEESSA:

Hybridinsieppausjarjestelman automaattisen kuoppalevypesuri pesupuskuri voidaan
valmistaa alla kuvatulla tavalla ja sailyttaa kannellisessa astiassa tai valmistaa 1 litra kerrallaan ja
panna se automaattisen kuoppalevypesuri sailidihin. Ks. alla olevassa taulukossa annettavat
sekoitetilavuudet:

Automaattisen kuoppalevypesuri hoito- ja ylldpito-ohjeet on esitetty laitteen
kéayttooppaassa.

Varoitus: Pesupuskuritiiviste on myrkyllista nieltyna. Kaytettdva tarkoituksenmukaista
suojavaatetusta, suojakasineita seka silma- tai kasvosuojainta. Minimoi altistumista tiivisteelle
lisaamalla siihen vetta valmistuksen yhteydessa.

Pesupuskuritiivisteen Tislatun tai deionisoidun Pesupuskurin
maara veden maara lopullinen maara
33,3 ml 966,7 ml 1L
66,6 ml 1.933,4 mi 2L
100,0 ml 2.900,0 mi 3L

Huom.: On erittain tarkeaa, ettd automaattinen kuoppalevypesuri pidetdan aina paalle
kytkettyna. Talloin kunnossapitohuuhtelu kdynnistyy automaattisesti, kun laitetta
ei ole kaytetty kahdeksaan tuntiin.

Ennen jokaista tutkimusta on varmistettava, etta laitteen jatesailio on tyhja ja etta
huuhteluallas on taytetty tislatulla tai deionisoidulla vedella.

Automaattisen kuoppalevypesurin hoito- ja yllapito-ohjeet on esitetty laitteen kayttdoppaassa.

Kuoppalevyn manuaalista pesumenetelmaa varten:
+ Sekoita pesupuskuritiiviste huolellisesti.

» Laimenna pesulaitteessa 100 ml pesupuskuritiivistettd 2,9 litraan deionisoitua vetta ja
sekoitetaan hyvin (lopullisen maaran tulee olla 3 litraa).

+ Sulje sailio tiiviisti kontaminaation ja haihtumisen estamiseksi

Valmis pesupuskuri pysyy stabiilina kolmen kuukauden ajan sailytettyna 2—30 °C:n lampdétilassa.
Varusta uudella viimeinen kayttépaiva -merkinnalla. Jos pesupuskuriainetta on pidetty kylmassa,
anna sen lammeta 20-25 °C:n lampdétilaan ennen kayttéa.

Pesulaitteen ja putkien puhdistamista 0,5 % natriumhypokloriittiliuoksella ja perusteellista
huuhtelua tislatulla tai deionisoidulla vedella suositellaan kolmen kuukauden vélein, jotta
estettaisiin bakteerien ja homeiden sisaltdman alkalisen fosfataasin mahdollisesti aiheuttama
kontaminoituminen.

Kayttovalmiiden reagenssien maarat

Detekointi-
reagenssi 1 ja
detekointi-
reagenssi 2.

VALITTOMASTI ENNEN KAYTTOA:

Sekoita reagenssi perusteellisesti, mittaa sen jalkeen tarvittava maara detekointireagenssia 1 tai
detekointireagenssia 2 puhtaaseen reagenssialtaaseen huolellisesti alla olevia ohjeita
noudattaen. Kontaminaation valttdmiseksi naité reagensseja El SAA palauttaa alkuperaisiin
pulloihin: Kayttamattémat aineet on havitettava. Jos ei kdyteta 8-kanavaista pipettia, voidaan
kayttda asianmukaista sarja-annostelijaa. Siina tapauksessa reagenssista otetaan alikvootit
rittdvan kokoiseen polypropeeniputkeen, johon mahtuu alla merkitty tarvittava maara

Detekointi-
Kokeiden/ liuskojen |km reagenssi 1:n tai 2:n maara
96/12 Pullon sisalto
72/9 7,0 ml
48/6 50ml
24/3 3,0ml
1 koe 0,125 mi




NAYTTEIDEN OTTAMINEN JA KASITTELY

Suosittelemme, ettd digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa kaytetddn ainoastaan sellaisia
kohdunkaulanaytteita, jotka on otettu ja siirretty digene HC2 DNA -naytteenottimella (joka koostuu
kohdunkaulaharjasta ja digene-naytteenkuljetusaineesta) ja digene Female Swab Specimen Collection
Kit -valinepakkauksella (vanutuppo ja naytteenkuljetusaine) tai naytteitd, jotka on keratty harjamaisella
kerdysvalineelld ja asetettu Hologic PreservCyt -liuokseen. Naytteitd, jotka on keratty muilla
naytteenottovalineilld tai siirretty muissa kuljetusaineissa, ei voida kayttda tdssa tutkimuksessa. Taman
valinepakkauksen suoritusarvot on maaritetty vain tdssa mainittuja naytteenottopakkauksia kayttaen.
Mikali suoritetaan kolposkopia, kohdunkaulanadytteet on kerattdva ennen etikkahappo- tai jodikasittelya.
Ks. naytteenkerays- ja kasittelymenetelmiin liittyvia lisatietoja digene HC2 DNA -naytteenottimen
kayttdohjeista.

KOHDUNKAULANAYTTEET STM:SSA

STM-naytteet voidaan pitdd huoneenlammdssa enintdan kaksi viikkoa, jona aikana niiden toimittaminen
koelaboratorioon ei vaadi kylmakuljetusta. Naytteet tulee 1ahettda eristetyssa sailidssa joko yliyon- tai 2
paivan toimituksena. Koelaboratoriossa naytteet taytyy sailyttdd 2-8 °C:n lampdtilassa, mikali analyysi
tehdaan viikon sisalld. Jos analyysi tehdaan myéhemmin kuin viikon kuluessa, naytteité voidaan sailyttaa
—20 °C:n lampdtilassa enintddn kolme kuukautta. digene naytteenkuljetusaineeseen on lisatty suoja-
ainetta hidastamaan bakteerikasvua ja sailyttdmaan DNA:n eheys. Sen tarkoituksena ei ole
organismien tai solujen elinkyvyn sailyttaminen. digene naytteenkuljetusaineeseen kerattyja naytteita ei
voi kayttaa viljely- tai muissa menetelmissa.

STM-naytteen 2 viikkoa kestava stabiliteetti huoneenlammdssa seka yksi lisaviikko 2—8 °C:n lampdtilassa
perustuu suorittamaamme 90 simuloidun naytteen testaamiseen. Naihin 90 naytteeseen sisaltyi 40
naytetta, jotka sisalsivat alhaisia maaria GC-organismeja [tutkimuksen detekointirajalla, limit of detection
(LOD), tai sen lahelld olevia maaria]), 35 naytetta, jotka olivat lievasti positiivisia naytteitd (maarat n.
2-5 kertaa LOD-raja-arvoa suurempia) ja 5 erittdin positiivista naytetta, jotka ylittivat LOD-raja-arvon
kymmenkertaisesti. Muut 10 naytettd olivat GC-negatiivisia, viidessa niistd oli kuitenkin suuri maara
CT-organismia. Tutkimuksen suorituskykyarviot perustuvat naytteisiin, joita sailytettin 2-8 °C:n
l&mpdtilassa tai pakastettuina ja jotka testattiin 1-2 viikon kuluessa naytteenottohetkesta.

Huom.:

1. Kustakin 90 naytteesta otettu denaturoimaton alikvootti asetettiin darilampaotilaan tarkoituksena
simuloida kuljetusolosuhteita (3 paivan sailytys —20 °C:ssa, sitten 5 paivan sailytys 50 °C:ssa ja lisaksi
2 viikon sailytys huoneenlammaossa). Vaikka signaalin heikkenemistad (RLU/CO) havaittiinkin naissa
olosuhteissa 8 paivan kuluttua, se ei vaikuttanut tulosten kvalitatiiviseen tulkintaan. Kahden viikon
mittaisen huoneenldammadssa inkuboinnin jalkeen kvalitatiivisia eroja havaittiin niissa naytteissa, jotka
sisalsivat alhaisia maaridorganismeja.

2. Tulppien irtoaminen pakastetuista naytteista voidaan estaa seuraavasti:

. Peitetaan tulpat Parafilm®-kalvolla ennen jo pakastettujen naytteiden lahettamista. Naytteet voidaan
I&hettdd pakastettuina tai 20-25 °C:n lampdétilassa.

. Poistettaessa naytteitd pakastimesta testaamista varten niihin on valittdémasti vaihdettava
naytteenottoputkien kierrekorkit.

3. digene HC2 DNA -naytteenotinta ei saa kayttda raskaana olevia naisia tutkittaessa. Raskaana olevilta
naisilta nayte otetaan digene Female Swab Specimen Collection Kit —valinepakkausta kayttamalla.

KOHDUNKAULANAYTTEET HOLOGIC PRESERVCYT -LIUOKSESSA

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa voidaan kayttda naytteitd, jotka on keratty harjamaisella
keraysvalineella ja asetettu Hologic PreservCyt -liuokseen kaytettaviksi valmistettaessa Hologic ThinPrep Pap
-koeliuskoja. Naytteet tulee ottaa tavalliseen tapaan ja ThinPrep Pap -koeliuskat on valmistettava Hologic-
ohjeiden mukaisesti.

PreservCyt-liuosnaytteet voidaan pitdd huoneenlammdssa (20-25 °C) enintddn yhden kuukauden ajan
naytteenottohetken jélkeen ja ennen digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta varten prosessoimista.
PreservCyt-liuosnaytteita ei saa pakastaa. Naiden naytteiden prosessoimisesta ks. PreservCyt-naytteiden
valmistusmenetelma.
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KOEMENETELMA

Naytteet voivat sisdltaa tartunnanaiheuttajia ja niita tulee kasitella sen mukaisesti. digene HC2 GC-
ID DNA Test -koe voidaan suorittaa manuaalisesti (ndiden kayttdohjeiden mukaisesti) tai kayttamalla
Rapid Capture System -jarjestelman instrumenttia, kun kyseessd on lukuisien naytteiden
tehotestaaminen.

RAPID CAPTURE SYSTEM -JARJESTELMAN KAYTTO LUKUISIEN NAYTTEIDEN
TEHOTESTAAMISESSA.

Rapid Capture System -jarjestelmd on yleiskaytdssa oleva automatisoitu pipetointi- ja
laimennusjarjestelma, jota voidaan kayttaa digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen yhteydessa
kasiteltavien lukuisien naytteiden tehotestaamisessa. Jarjestelmalla voidaan kasitella enimmillaan 352
naytetta 8 tunnissa, johon sisaltyy 3,5 tunnin jakso, jolloin kayttajan valiintuloa ei edellyteta; jopa 704
naytetulosta voidaan tuottaa 13 tunnissa. Naytteiden denaturointi testausta varten suoritetaan RCS-
jarjestelmasta erilldan, ja se tapahtuu primaarisessd naytteenottoputkessa (samoin kuin jaliempana
kuvatussa manuaalisessa digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa), ennen naytteiden asettamista RCS-
alustalle. Lisaksi suoritetaan kemiluminesenssisignaalin detekointi ja tulosten raportointi offline-tilassa
olevalla QIAGENin hyvaksymalld luminometrijarjestelmalld, joka on yhteinen sekd manuaaliselle etta
RCS-menetelmélle. Jokainen digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen vaihe suoritetaan tdsmalleen
samassa jarjestyksessd kuin manuaalinen testi. RCS-sovellus mahdollistaa enintddn 4 eri vaiheissa
etenevan kuoppalevyn prosessoinnin, jolloin kukin kuoppalevy sisaltdd naytteet ja tarvittavat
tutkimuskalibraattorit ja -laatukontrollit.

Kun aiot kdyttaa Rapid Capture System —jarjestelmaa, ks. ensin ohjeet laitteen mukana
toimitetusta Rapid Capture System -kayttdoppaasta naiden kayttoohjeiden lisdksi.

MANUAALINEN MENETELMA

Asetus
1. Anna kuoppalevyn lammitin 1:n tasaantua vahintdan 60 minuutin ajan kylmakaynnistyksen jalkeen
[dmpdotilaan 6512 °C . Ks. lisdtietoja kuoppalevyn lammitin I:n kayttdohjeista.

2. Varmista, ettd vesihauteen lampétila on 65 °C ja ettd veden pinta on tarpeeksi korkealla, jotta jokaisen
nayteputken sisaltd on kokonaan vedenpinnan alapuolella.

3. Ota naytteet ja kaikki tarvittavat reagenssit jadkaapista ennen tutkimuksen aloittamista. Niiden
annetaan lammeta 20-25 °C:n lampdtilaan 15-30 minuutin ajan.

4. Laadi levysta esimerkki-layout kayttaen digene analyysimaaritysohjelmaa CT:n digene
analyysiprotokollien kanssa. Ks. lisatietoja kaytetyn ohjelmiston kayttboppaasta.

5. Negatiivinen kalibraattori, positiivinen kalibraattori ja laaduntarkkailukontrolli on kukin valmistettava
tuoreena kutakin analyysia varten. Sekoita kalibraattorit ja laatukontrollit hyvin. Jos kaytéssa on MST-
vortexi 2, siirrd 500 ul kutakin asianmukaisesti merkittyihin tyhjiin naytteenottoputkiin. Vaihtoehtoisesti
voit siirtda 200 pl kutakin asianmukaisesti merkittyihin 2 ml:n polypropyleenisiin mikrosentrifugiputkiin.

6. Negatiivinen kalibrattori ja positiivinen kalibraattori on testattava ENSIN kolme rinnakkain
kustakin nayte-erasta. Laaduntarkkailukontrollit ja naytteet tulee testata yksitellen. Kalibraattorit,
laatukontrollit ja naytteet tulee tutkia 8 kuoppalevysarakkeen asetelmassa siten, ettd negatiivisen
kalibraattorin (NC) replikaatit pannaan sarakkeisiin A1, B1, C1; positiivisen kalibraattorin (PC) toistot
sarakkeisiin D1, E1, F1; QC CT sarakkeeseen G1; QC GC sarakkeeseen H1; ja naytteet aloittaen
sarakkeesta A2. Ohessa esimerkkiasetelma. Ks. asianmukaisiin kalibraattori-
/laatukontrolli/nayteasetelmiin liittyvia lisatietoja sopivan QIAGENIn hyvaksyman luminometrin
kayttboppaasta ja sopivan digene analyysimaaritysohjelmiston kayttdoppaasta.
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LAYOUT-ESIMERKKI 24 MIKROKAIVON TESTISTA:

Sarake

Rivi 1 2 3

A NC Nayte 1 Nayte 9
B NC Nayte 2 Nayte 10
C NC Nayte 3 Nayte 11
D PC Nayte 4 Nayte 12
E PC Nayte 5 Nayte 13
F PC Nayte 6 Nayte 14
G QCCT Nayte 7 Nayte 15
H QC GC Nayte 8 Nayte 16

DENATUROINTI

Huom.:

Varo: Denaturointireagenssi on sydvyttavaa. Kayta tarkoituksenmukaista suojavaatetusta,
suojakasineita seka silma- tai kasvosuojainta. Kasiteltdessa kaytettava puuterittomia kasineita.

Tarkeda: Jotkut naytteet voivat sisaltaa verta tai muita biologisia aineita, ja nama voivat vaikuttaa
denaturointireagenssia lisattaessa tapahtuviin varinmuutoksiin. Naytteissa, jotka ennen
denaturointireagenssin lisdamista ovat tummia, ei tdssa vaiheessa ehka tapahdu kunnollista
varinmuutosta. Naissa tapauksissa analyysin tuloksiin ei vaikuta, jos vari ei muutu oikealla tavalla.
Kunnollinen sekoittuminen voidaan varmistaa tarkkailemalla kalibraattoreiden ja laatukontrollien
varinmuutosta.

Denaturointivaiheessa on varmistettava, ettd vesihauteen veden pinta on tarpeeksi korkealla, jotta
jokaisen nayteputken sisaltd on kokonaan vedenpinnan alapuolella.

Naytteet voidaan preparoida denaturointivaiheen aikana ja sailyttda 2—-8 °C:n lampdtilassa yon vyl
tai —20 °C:n l[dmpdtilassa enintdan kolme kuukautta. Sulatusjaksoja saa olla korkeintaan kolme,
jolloin kunkin sulatusjakson aikana pisin sallittu huoneenldmmdssa sailytysaika on kaksi tuntia.
Sekoitettava hyvin ennen kayttoa.

Kalibraattorit ja laatukontrollit voidaan preparoida denaturointivaiheen aikana ja sailyttaa 2—8 °C:n
lampdtilassa yon yli, mutta niita ei saa pakastaa. Pakastetut kalibraattorit ja laatukontrollit on
hylattava.

Naytteiden ei enaa denaturoinnin ja inkuboinnin jalkeen katsota olevan infektoivia.' Laboratorion
henkildston on kuitenkin yha noudatettava kansallisia/paikallisia varotoimenpiteita.

KALIBRAATTORIT, LAATUKONTROLLIT JA STM-NAYTTEIDEN VALMISTUSMENETELMA

Huom.:

Naytteenottovalinetta ei saa poistaa ennen denaturointia.

Vaarien positiivisten tulosten valttamiseksi on ratkaisevan tarkeaa, etta kalibraattori-,
laatukontrolli- ja STM-nayteaine joutuvat kosketuksiin denaturointireagenssin kanssa.
Denaturointireagenssin lisddmista seuraava sekoittaminen on ratkaiseva vaihe: Varmista, etta
moninayteputkivortexiin 2 on sdadetty nopeus 100 (maksiminopeus) ja ettd nesteessa
todetaan selviasti havaittavissa oleva pyorre sekoittamisen aikana niin, etta neste pesee
putken sisdapinnan kauttaaltaan. Manuaalisesti vorteksoitaessa varmista, etta jokainen
kalibraattori, laatukontrolli ja nayte sekoitetaan yksitellen vorteksoimalla kutakin vahintaan
viiden sekunnin ajan taydella nopeudella siten, ettd nestepyorre pesee putken sisdpinnan
kauttaaltaan, ja invertoi putki sen jalkeen kerran.

1. Poista ja havita kalibraattoreiden, laatukontrollien ja testattavien STM-naytteiden tulpat.

Huom.: Nayteputkista poistetut tulpat ovat mahdollisia infektiolahteitd. Kasiteltava

kansallisia/paikallisia maarayksia noudattaen.
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2. Pipetoi denaturointireagenssia ja osoitinvarid kuhunkin kalibraattoriin, laatukontrolliin tai STM-
naytteeseen sarja-annostelijalla tai sdadettavalla pipetilla. Varo koskemasta putken sivuihin naytteiden
ristikontaminaation valttamiseksi. Tarvittavan denaturointireagenssin maara on puolet naytteen
maarasta. Kalibraattori-, laatukontrolli- ja naytetyypin tarkat maarat kayvat ilmi alla olevasta taulukosta.

¢ Laimenna jaljella oleva denaturointireagenssi pullossa ennen kansallisten/paikallisten
laboratoriokdytantojen mukaista havittamista.

Tarvittava maara

Kalibraattori, laatukontrolli tai nayte denaturointireagenssia
Negatiivinen kalibraattori, positiivinen kalibraattori ja laaduntarkkailukontrolli, 200 pl 100 i
Negatiivinen kalibraattori, positiivinen kalibraattori ja laaduntarkkailukontrolli, 500 pl 250 pl
Kohdunkaulanayte, 1 mi 500 ul

3. Kayta naytteiden sekoittamisessa jompaakumpaa alla olevista menetelmista.

Moninayteputkivortexi 2 -menetelméa

Huomautus: QIAGEN-naytteitd, jotka on sekoitettu MST vortexi 2:lla, on hybridoitava kuoppalevylla ja
kuoppalevyn lammittimelld |. Katso tarvittaessa lisatietoja MST vortexi 2:n kayttdoppaasta.

a) Peita kalibraattorit, laatukontrollit ja STM-nayteputket DuraSeaI®-putkentiivistekalvolla vetamalla
kalvo telineessa olevien putkien yli.

b) Aseta telineen kansi kalvolla peitettyjen putkien paalle ja lukitse paikalleen kahdella
reunapidikkeella. Katkaise kalvo leikkurilla.

c) Aseta teline moninaytevortexi 2:een ja kiinnité paikalleen puristimella. Tarkista, ettd nopeudeksi on
saadetty 100 (maksiminopeus) ja aseta vortexin virtakytkin ON-asentoon. Vorteksoi putkia 10
sekunnin ajan.

Putkien manuaalinen/yksittdinen vorteksointimenetelma

a) Sulje kalibraattorit, laatukontrollit ja STM-nayteputket uudelleen puhtailla naytteenottoputken
kierrekorkeilla.

b) Sekoita kunkin putken sisalté vorteksoimalla yksitellen perusteellisesti suurella nopeudella viiden
sekunnin ajan.

c) Invertoi kukin ndyteputki kerran putken sisdpinnan, korkin ja reunan pesemiseksi.

d) Aseta putki takaisin telineeseen.

4. Riippumatta siitd, kumpaa vorteksmenetelmaa kaytetdan, jokaisessa putkessa tulee olla
sekoittamisen aikana selvasti nahtavissa oleva nestepyorre niin, ettd neste pesee putken koko
sisapinnan. Kalibraattoreiden, laatukontrollien ja naytteiden varin tulee muuttua violetiksi.

5. Inkuboi telineessa olevia putkia 6512 °C:n vesihauteessa 455 minuutin ajan (denaturoidut
kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet voidaan testata valittomasti. Kalibraattorit ja laatukontrollit
voidaan sailyttaa 2—8 °C:ssa yon yli kuten kohdassa Huom. on kuvattu). Ks. naytteiden sailytystiedot
kohdasta Vaihtoehtoinen pyséhdyskohta. Valmista GC-koetinseos tdman inkubaation aikana. Ks.
kohta Reagenssien valmistus ja sailytys.
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PRESERVCYT-LIUOSNAYTTEIDEN VALMISTUSMENETELMA

Huom.:

Ks. perusteelliset tiedot digene HC2 -naytteenkonversiosarjan kayttdohjeista.

Prosessoimalla yksi 4 ml alikvootti PreservCyt-liuosta saadaan riittdva maara kahta manuaalista
testia varten. Prosessoitavan maaran on oltava vahintdan 4 ml. STM- ja PreservCyt-liuosnaytteiden
ekvivalenssia koskevassa osassa on lisatietoja vahimmaisjaannostilavuudesta.

Preparoi PreservCyt-liuosnaytteet enintaan 36 naytteen erina; muussa tapauksessa pelletit
saattavat irrota supernatanttia dekantoitaessa. Tama on tarkeaa solupelletin eheyden
varmistamiseksi dekantointivaiheen aikana. Jos preparoidaan enemman PreservCyt-liuospulloja
valmistamista ei tule aloittaa ennen kuin ensimmainen era on valmis.

Kéayta joko digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen mukana toimitettua denaturointireagenssia (DNR) (ks.
Reagenssien valmistus ja sailytys) tai digene HC2 -naytteenkonversiosarjan mukana toimitettua DNR-
reagenssia. Valmista digene HC2 -naytteenkonversiosarjan mukana toimitettu DNR lisddmalla kolme

tippaa osoitinvaria DNR-pulloon ja sekoittamalla hyvin.

Liuoksen tulee olla variltadn tasaisen

tummanvioletti. Kayta taulukkoa 1 tarvittavien maarien maarittamisessa.

Taulukko 1. Tarvittavat maarat: Reagenssien valmistus.
PreservCyt- Konversio-
liuoksen puskurin

Testien Ikm maara maara
1-2 4 mi 0,4 mi

3 6 ml 0,6 ml

4 8 mi 0,8 mi

5 10 ml 1,0 ml

6 12 ml 1,2 ml

Merkitse digene HC2 -naytteenkonversioputkeen, 10 ml kartiopohjaiseen Sarstedt-putkeen tai 15 ml
VWR- tai Corning-merkkiseen kartiopohjaiseen putkeen asianmukainen naytteen tunnistenumero.
Yhden naytteen kasittely kerrallaan:

a. Ravista PreservCyt-pulloa voimakkaasti kasin kunnes solut nayttavat jakautuneen tasaisesti.

b. Koska solut laskeutuvat nopeasti, pipetoi haluttu maara PreservCyt-naytetta valmiiksi merkittyyn
putkeen heti. Vie PreservCyt-liuos kartiopohjaisen putken pohjalle, jotta soluaine ei kiinnittyisi
putken sisapinnalle.

Lisda kuhunkin putkeen asianmukainen maara naytteen konversiopuskuria (ks. taulukko 1).

Sulje korkeilla ja sekoita kunkin putken sisaltéa perusteellisesti astialla varustetussa
vortekssekoittimessa.

Huom.: MST Vortexer 2 -menetelmaa ei ole validoitu PreservCyt-liuosnaytteiden vorteksointiin
naytteenkonversiopuskurin kanssa ennen sentrifugointia eika sita saa kayttaa tassa
vaiheessa.

Sentrifugoi putkia Swinging Bucket -roottorissa 15+2 minuuttia nopeudella 2.900+150 x g.

Valmista sentrifugoinnin aikana digene naytteenkuljetusaine/denaturointireagenssiseos (STM/DNR)
suhteessa 2:1 taulukon 2 mukaisesti.

Huom.: STM/DNR-seos on aina valmistettava tuoreena jokaisena testauspaivana.

a. Kayta tarvittavan STM/DNR-seoksen kokonaismaaran maarittdmiseksi PreservCyt-liuosnaytteen

aloitusmaaraa viitteena ja kerro sitten STM- ja DNR “putkea kohti” -maarat prosessoitavien
naytteiden lukumaaralla (ks. taulukko 2).
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Taulukko 2. Tarvittavat maarat: STM/DNR.

STM-maara DNR-maara
putkea kohti putkea kohti
PreservCyt- lopullista lopullista Putkeen lisatyn
liuoksen STM/DNR- STM/DNR- STM/DNR-
Testien Ikm maara seosta* varten | seosta* varten seoksen maara
1-2 4 ml 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 ul 225 ul
4 8 ml 220 yl 110 pl 300 ul
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 ul
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 ul

* Naissa sarakkeissa annettuja maaria ei saa lisaté suoraan nayteputkeen.
b. Sekoita liuos vorteksoimalla perusteellisesti.

Ota putket sentrifugista yksi kerrallaan ja aseta telineeseen tai konversiotelineeseen. Kunkin putken
pohjalla tulee olla vaaleanpunainen/oranssi pelletti (sakka).

Huom.: Naytteitd, joissa ei ndy pellettid sentrifugoinnin jalkeen, ei voi kayttaa testiin vaan ne on
hylattava.

Kunkin putken kasittely yksittain:
a. Poista korkki ja aseta puhtaalle vahanukkaiselle liinalle.
b. Dekantoi supernatantti varovasti.

c. Pida putki invertoituna ja pyyhi sita (noin kuusi kertaa) imukykyiseen vahanukkaiseen
paperipyyhkeeseen, kunnes putkesta ei enaa tipu nestettad. Joka kerralla kaytetaan pyyhkeen
puhdasta osaa. Solupellettia ei saa paastaa liukumaan putkea alas pyyhkimisen aikana.

Huom.:

e Putkea ei saa pyyhkid samaan vahanukkaiseen paperipyyhkeen kohtaan kuin kerran.

e On tarkeaa poistaa suurin osa PreservCyt-liuosta pyyhkimalla. On kuitenkin normaalia, etta
jaljella olevaa PreservCyt-liuosta on hieman nakyvissa pyyhkimisen jalkeen.

d. Aseta putki telineeseen tai konversiotelineeseen.

Vorteksointi ja denaturointi

Manuaalinen vorteksointimenetelma

1.

Lisda kuhunkin pellettiin asianmukainen maara STM/DNR-seosta (ks. taulukko 2). Sulje kukin putki
korkilla ja suspendoi pelletit uudelleen vorteksoimalla kutakin putkea yksittain suurimmalla nopeudella
vahintaan 30 sekunnin ajan. Jos pellettid on vaikea suspendoida, vorteksoi putkea vield 10-30
sekuntia tai kunnes pelletti irtoaa putken pohjasta. Jos pelletti ei ole liuennut lisdvorteksoinnin jalkeen
(enintda@n 2 minuuttia), merkitse muistiin naytteen tunnistekoodi ja jatka seuraavaan vaiheeseen.

Aseta putket telineeseen.

Aseta teline 6512 °C:n vesihauteeseen 15+2 minuutiksi. Varmista, ettéd vedenpinta on tarpeeksi
korkealla, jotta jokaisessa putkessa oleva neste on kokonaan vedenpinnan alapuolella.

Poista nayteteline vesihauteesta ja vorteksoi naytteita yksittain 15-30 sekuntia.

Huom.: Varmista tdssa vaiheessa, etta kaikki pelletit ovat taysin suspendoituneet. Naytteita, joissa
nakyy viela pelletteja, ei voi kayttaa testiin vaan ne on hylattava.

Aseta teline uudelleen 652 °C:n vesihauteeseen ja jatka denaturointia vield 30£3 minuuttia.

Siirry seuraavaan vaiheeseen Hybridisaatio tai ks. kohtaa Vaihtoehtoinen pysahtymiskohta, kun
haluat sailyttaa ja kasitella denaturoituja naytteita.
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Moninayteputkivortexi 2 -menetelméa

Huom.:

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.

Moninayteputkivortexi 2 -menetelma on validoitu supernatantin sentrifugoinnin ja dekantoinnin
jalkeen tapahtuvaan PreservCyt-liuosnaytteiden prosessointiin .

e Vain MST Vortexer 2 on tarkoitettu PreservCyt-liuosnaytteiden prosessointiin.

e Konversioteline ja telineen kansi on suunniteltu erityisesti digene HC2 -naytteensekoitusputkia
(VWR- tai Corning-merkkisia 15 ml:n kartiopohjaisia putkia) varten. Konversiotelineessa saa
kayttaa vain yhta putkityyppid kerrallaan. Muita tuotemerkkeja ei ole validoitu kaytt6a varten.

e On ehdottoman tarkeaa noudattaa tarkasti konversiotelinetta ja telineen kantta varten maaritettyja
vorteksointiaikoja.

o Sekoitustelinetta ja telineen kantta ei saa kayttaa digene HC2 DNA -koesarjojen kalibraattoreiden
tai laaduntarkkailukontrollien vorteksointiin. STM-putkien korkeus estaa putkien riittavan
vorteksoinnin konversiotelinetta ja telineen kantta kayttamalla.

Kun jokainen tunnisteella varustettu 15 ml:n kartiopohjainen putki on kuivattu, aseta ne paikoilleen
konversiotelineeseen.

Lisda kuhunkin pellettiin asianmukainen maara STM/DNR-seosta (ks. taulukko 2).

Peitd 15 ml:n kartiopohjaiset putket DuraSeal-putkentiivistekalvolla vetamalla kalvo telineessa olevien
putkien paalle.

Aseta telineen kansi kalvolla peitettyjen putkien paalle ja lukitse paikalleen kahdella reunapidikkeella.
Leikkaa kalvo leikkurilla, kun kansi on kiinnitetty hyvin paikalleen.

Kaanna punakahvainen vipu ylés vaakasuoraan asentoon.

Aseta konversioteline ja telineen kansi MST Vortexer 2:n paalle siten, etta sekoitustelineen suurin
diagonaalinen kulma on oikeassa etureunassa. Aseta teline ja kansi MST Vortexer 2:n alustalle tiiviisti
ohjainten sisaan. Kiinnita teline paikalleen siirtamalla punakahvainen vipu kohtisuoraan asentoon.
Nain teline lukittuu paikalleen.

Tarkista, ettd nopeudeksi on sdadetty 100 (maksiminopeus) ja aseta pulssinvaihtokytkin
OFF-asentoon.

Kaanna vortexin virtakytkin ON-asentoon. Vorteksoi putkia 30 sekunnin ajan.
K&anna vortexin virtakytkin OFF-asentoon.
Ota konversioteline ja telineen kansi pois MST Vortexer 2:sta nostamalla punakahvainen vipu ylos.

Aseta teline 6512 °C:n vesihauteeseen 15+2 minuutiksi. Varmista, etta jokaisessa putkessa oleva
neste on kokonaan vedenpinnan alapuolella.

Ota naytteet sisaltava teline pois vesihauteesta 15 minuutin inkuboinnin jalkeen.
Roiskeiden valttdmiseksi kuivaa liika vesi telineestad ennen sen asettamista MST Vortexer 2:een.
Kiinnitd konversioteline ja telineen kansi MST Vortexer 2:een vaiheessa 6 kuvatulla tavalla.

Tarkista, ettd nopeudeksi on saadetty 100 ja aseta vortexin virtakytkin ON-asentoon. Vorteksoi
putkia 1 minuutin ajan.

K&anna vortexin virtakytkin OFF-asentoon.

Huom.: MST Vortexer 2 -menetelma vakioittaa sekoitusnopeuden, -ajat ja -prosessin eika
manuaalisessa vorteksointimenetelmassa valttamaton solupellettien visuaalinen tarkistus ole
tarpeellista.

Aseta teline uudelleen 652 °C:n vesihauteeseen ja jatka denaturointia 303 minuuttia.
Poista teline vesihauteesta, kuivaa ja kiinnita vortexiin.

Kaanna vortexin virtakytkin ON-asentoon. Vorteksoi 10 sekunnin ajan maksiminopeudella.
Kaanna vortexin virtakytkin OFF-asentoon. Poista teline.

Poista telineen kansi ja DuraSeal-putkentiivistekalvo naytteista valittdmasti.
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22. Siirry seuraavaan vaiheeseen Hybridisaatio tai ks. denaturoitujen naytteiden sailytysta ja kasittelya
koskevia tietoja kohdasta Vaihtoehtoinen pysahtymiskohta.

VAIHTOEHTOINEN PYSAHTYMISKOHTA

Denaturoinnin jalkeen STM-naytteita ja konvertoituja PreservCyt-naytteitd voidaan sailyttda 2-8 °C:n
[@mpdtilassa yon yli tai —20 °C:n lampdétilassa enintdan kolme kuukautta. Kun naytteita sailytetaan
jadkaapissa yon yli, ne voidaan jattda konversiotelineeseen DuraSeal-kalvolla ja telineen kannella
peitettyind. Telineen kansi ja DuraSeal-kalvo on poistettava naytteistd ja nayteputket on suljettava
korkeilla ennen niiden sailyttamistd —20 °C:ssa. Naytteet on kummassakin tapauksessa saatettava 20 —
25 °C:n tasaiseen lampdtilaan ja vorteksoitava perusteellisesti ennen hybridisaatiovaiheeseen siirtymista.

Huom.: Hiilihappojaatéa ei saa kayttéda denaturoitujen naytteiden sailyttdmiseen eika kuljettamiseen.

Jaadytys- ja/tai sulatusjaksoja saa olla korkeintaan kolme, jolloin kunkin sulatusjakson aikana pisin sallittu
huoneenlamma@ssa sailytysaika on kaksi tuntia.

HYBRIDISAATIO

Huom.:
+ GC-koetinseos on tahmeaa ainetta. Varmista, etta sekoittuminen on perusteellinen ja etta vaadittu
maara kokonaisuudessaan jakautuu kuhunkin hybridisaatiokuoppalevykaivoon. Ks. kohta
Reagenssien valmistus ja sdilytys.

+ Jos denaturoitua naytetta on sailytetty —20 °C:n lampédtilassa, anna naytteen sulaa 20-25 °C:n
lampdtilassa ja vorteksoi ndyte sen jalkeen perusteellisesti ennen kuin siirryt hybridisaatioon.

+ Esikuumenna kuoppalevyn lammitin I:t4 ennen kayttda 65+2 °C:n lampdtilaan vahintaan
60 minuutin ajan. Ks. lisatietoja kuoppalevyn Iammitin I:n kayttdoppaasta.

1. Varusta hybridisaatiokuoppalevy tunnisteella.

2. Inkubaation jalkeen poista kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet vesihauteesta. MST Vortexer 2:ta
kaytettdessa vorteksoi koko STM-naytteiden teline vahintaan 5 sekunnin ajan maksiminopeudella.
PreservCyt-liuosnaytteitad kaytettdessa vorteksoikoko konversiotelinetta vahintaan 10 sekunnin ajan
maksiminopeudella. Vaihtoehtoisesti vorteksoi kukin putki erikseen vahintaan viiden sekunnin ajan.

3. Pipetoi kutakin kalibraattoria, laatukontrollia tai naytettd 75 pl tyhjan hybridisaatiokuoppalevyn kaivon
pohjaan niin kuin kohdassa Asetus kuoppalevysta laaditussa layout-esimerkissa esitetaan. Valta
koskettamasta kaivojen sivuja ja yrita rajoittaa ilmakuplien syntymista. Kalibraattoreiden,
laatukontrollien tai naytteiden ristikontaminaation estdmiseksi kayta kuhunkin siirtoon puhdasta,
erikoispitkaa pipetinkarkea. STM-naytteitd kaytettdessa naytteenottovalinetta ei saa poistaa
naytteenkuljetusputkesta. Denaturoidut naytteet voidaan sulkea naytteenottoputkien kierrekorkeilla ja
sailyttaa yhdessa putkiin jaavien naytteenottovalineiden kanssa. Denaturoidut PreservCyt-naytteet
voidaan sulkea putkien alkuperaisilla korkeilla.

Huom.:
« Naytteen alikvoottien varomaton siirtaminen voi aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia.
Naytteen siirron aikana pipetin karki ei saa koskettaa putken sisapintaa 75 pl alikvoottia
siirrettaessa.

4. Kun viimeinen nayte on siirretty, peita levy kannella ja inkuboi hybridisaatiokuoppalevya
20-25 °C:n lampédtilassa 10 minuutin ajan.

5. Ota preparoidusta ja perusteellisesti vorteksoidusta koetinseoksesta alikvootit kertakayttdiseen
reagenssialtaaseen. Kayta 8-kanavaista pipettia ja annostellaan huolellisesti 25 pl koetinseosta
kuhunkin kalibraattoreita, laatukontrolleja ja naytteita sisaltavaan kaivoon kayttaen jokaisella rivilla
uusia karkia. Annostele koetinseosmaara kuhunkin hybridisaatiokaivoon takaisinroiskeita valttaen.
Kaivojen seindmiin koskettamista on valtettava.

Huom.: Edelld mainitussa vaiheessa kayta 8-kanavaista pipettia, jossa on 25-200 pl karjet ja joka
pystyy annostelemaan 25-75 pl. Jos kaivojen lukumaara on pieni, kdyta yksikanavaista
pipettia (jossa on 25-200 pl karjet) 8-kanavaisen pipetin sijasta.
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6. Aseta kuoppalevyn kansi hybridisaatiokuoppalevyn paalle. Ravista hybridisaatiokuoppalevya 3+2
minuutin ajan nopeudella 1100+100 kierr./min hybridinsieppausjarjestelman tasoravistin l:ssa.
Kalibraattoreiden, laatukontrollien ja naytteiden varin tulee ravistelun paatyttyd muuttua keltaiseksi.
Violetin variseksi jaavissa kaivoissa ei ehka ole ollut tarpeeksi koetinseosta. Annostele 25 pl lisaa
koetinseosta niihin naytteisiin, joiden vari on jaanyt violetiksi ja ravista uudelleen. Jos kaivot ovat
edelleen violetteja taman toimenpiteen jalkeen, testaa naytteet uudestaan.

7. Inkuboi esikuumennetussa ja 6512 °C:n l[ampdtilaan tasapainotetussa kuoppalevynlammitin I:ssa 6015
minuuttia.

Huom.:

e Kun hybridisaatiokuoppalevy asetetaan kuoppalevynlammitin l:een, pida huoli siita,
ettei roiskeita synny.

e Ravistelun paatyttya PreservCyt-liuosnaytteiden varin pitaisi muuttua keltaisen sijasta
vaaleanpunaiseksi.

HYBRIDINSIEPPAUS

1. Poista ylimaaraiset sieppauskuoppalevykaivot levyn rungolta. Laita kayttamattémat kuoppalevykaivot
niiden alkuperaiseen pussiin takaisin ja sulje pussi. Merkitse jokaiseen sarakkeeseen numero 1, 2, 3... .
ja varusta kuoppalevy sopivalla tunnisteella. Lisda naytteet kaivoihin kohdassa Asetus valmistetun
layout-esimerkin mukaisesti.

2. Poista kalibraattoreita, laatukontrolleja ja naytteita sisaltdva hybridisaatiokuoppalevy varovasti
kuoppalevyn lammittimesta |. Ota kuoppalevyn kansi valittdmasti pois ja aseta puhtaalle pinnalle.

3. Siirra kalibraattoreiden, laatukontrollien ja naytteiden koko maara (n. 100 pl) hybridisaatiokuoppalevyn
kaivoista vastaavan sieppausmikrokaivon pohjalle 8-kanavaisella pipetilla. Kayta jokaisessa
sarakesiirrossa 8-kanavaisessa pipetissa uusia pipetinkarkia ja anna kunkin pipetinkarjen valua
kunnolla taydellisen naytteen siirron varmistamiseksi. Pipettia voidaan haluttaessa vakauttaa
tukemalla pipetinkarkien keskivalin kohtaa sieppausmikrokaivojen ylareunaa vasten (ks. kuva 1).

KUVA 1: OIKEA PIPETOINTITAPA

OIKEA Al4 pipetoi Al anna kérjen
kohtisuoraan. Valta koskettaa kaivon
takaisinroiskeita. seindmaa.

4. Peita kuoppalevy kannella ja ravista tasoravistin |:ss& nopeudella 1100£100 kierrosta/min ja
20-25 °C:n lampdtilassa 60+5 minuutin ajan.

5. Valmista pesupuskuri ja tarvittaessa tarkasta automaattisen kuoppalevypesurin huuhtelu- ja jatesailiot
tdman inkubaation aikana. Ks. kohta Reagenssien valmistus ja sailytys.

6. Kun sieppausvaihe on valmis, ota sieppauskuoppalevy pois tasoravistin I:sta ja poista kuoppalevyn
kansi varovasti. Kaada kaivoissa oleva neste viemarialtaaseen. Kdanna kuoppalevy ylésalaisin
viemarialtaan paalla ja ravista voimakkain, alaspain suuntautuvin liikkein samalla varoen
aiheuttamasta takaisinroiskeita, jos dekantoit liian lahella viemarialtaan pohjaa. Kuoppalevya ei saa
kaantaa takaisin. Kuivaa kuoppalevy kopauttamalla sitd napakasti kaksi tai kolme kertaa puhtaille
Kimtowels®-pyyhkeille tai vastaaville vahanukkaisille paperipyyhkeille. Varmista, etta kaikki neste on
poistettu kaivoista ja ettéd kuoppalevy on paalta kuiva.
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HYBRIDIEN DETEKOINTI

Huom.:
* Annostele kuljettamalla 8-kanavaista pipettia kuoppalevyn poikki vasemmalta oikealle.

» Tehokkaan ja yhtendisen reagenssiannostelun aikaansaamiseksi suositellaan kaytettavaksi
kaanteispipetointimenetelmaa. Talldin pipetinkarjet ensin ylitaytetaan kayttamalla pipetin
annosteluvivun (mannan) 2. pidaketta. Katso toimenpidetta jaliempana. Pyyhi karjet kertakayttoisen
reagenssialtaan paalla tai vahanukkaiseen paperipyyhkeeseen ylimaaraisen reagenssin
poistamiseksi ennen kuoppalevylle annostelua.

» Pipettid voidaan haluttaessa vakauttaa tukemalla pipetinkarkien keskivalin kohtaa
sieppausmikrokaivojen ylareunaa vasten. Putken sivuihin on varottava koskemasta, ettei tapahtuisi
naytteiden ristikontaminaatiota. Ks. kuva 1 edella.

1. Detekointireagenssi 1:std otetaan tarvittavan suuruinen alikvootti reagenssialtaaseen (ks. ohjeet
kohdasta Reagenssien valmistus ja sailytys). Kaytetdan 8-kanavaista pipettia ja annostellaan
huolellisesti 75 pl detekointireagenssi 1:t& kuhunkin kuoppalevyn kaivoon jaljempana kuvattua
kaanteista pipetointimenetelmaa noudattaen.

Kaanteinen pipetointimenetelma:

a) Kiinnita karjet 8-kanavaiseen pipetissain; varmista, etta kaikki karjet ovat tiiviisti paikoillaan.

b) Paina pipetin manta ensimmaisen pidakkeen ohitse toiseen pidakkeeseen.

¢) Upota karjet detekointireagenssi 1:n liuokseen.

d) Vapauta manta hitaasti ja anna karkien tayttya liuoksella.

e) Annostele liuos mikrokaivoihin (75 ul) painamalla manta ensimmaiseen pidakkeeseen. Mantaa ei
saa vapauttaa ennen kuin pipetinkarjet on upotettu takaisin detekointireagenssi 1:n liuokseen.

f) Tayta kérjet uudelleen ja jatka, kunnes kaikki kaivot on taytetty. Kuoppalevyn kaivojen tayttdminen
tehdaéan vasemmalta oikealle. Varmista kaivojen tayttyminen varmistetaan tarkkailemalla
vaaleanpunaisen varin voimakkuutta. Varin voimakkuuden tulee olla sama kaikissa kaivoissa.

2. Peita kuoppalevyt kuoppalevyn kannella ja inkuboi 20—25 °C:n lampétilassa 30-45 minuutin ajan.

PESEMINEN

Pese sieppauskuoppalevy jommallakummalla seuraavista menetelmista.

AUTOMAATTINEN KUOPPALEVYPESURI -MENETELMA

Huom.: Automaattisen kuoppalevypesurin on oltava aina paalla. Tarkista, ettd huuhteluallas on taynna ja
jatesailio tyhja. Automaattinen kuoppalevypesuri huuhtelee jarjestelman saanndllisesti

puhdistusta varten. Automaattisen kuoppalevypesurin hoito- ja yllapito-ohjeet on esitetty laitteen
kayttboppaassa.

ENNEN JOKAISTA KAYTTOA:
+ Varmista, ettd pesuallas on taytetty vahintdan 1 litran merkkiin asti pesupuskuriliuoksella. Ellei nain
ole, valmista pesupuskuriliuos. Ks. kohta Reagenssien valmistus ja sailytys.

* Varmista, ettd huuhteluallas on tdynna deionisoitua tai tislattua vetta.
* Varmista, ettd jatesailio on tyhja ja etta korkki on varmasti kiinni.

» Automaattinen kuoppalevypesuri esitayttaa itsensa automaattisesti aina ennen pesua ja huuhtelee
jokaisen pesun jalkeen.

1. Poista levyn kansi ja aseta kuoppalevy automaattisen kuoppalevypesurin alustalle.
2. Varmista, etta virta on paalla ja ettd naytdssa lukee "Digene Wash Ready” tai "P1”.

Huom.: Jos sieppauskaivoista kaytetdan vain osittainen liuska, tyhjat kuoppalevyn kaivot pitaa
sarakkeen tdydentdmiseksi asettaa sieppauskuoppalevyyn ennen pesemista. Ks. tilaustiedot
kohdasta Lisavarusteet.

3. Valitse pestavien liuskojen maara painamalla "Rows”-nappainta, jonka jalkeen voidaan tehda saatoja
painamalla "+” tai ”-”. Paina "Rows”-nappainta, kun haluat palata "Digene Wash Ready” tai "P1” -tilaan.
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4. Toiminnon aloittamiseksi paina "Start/Stop”.

5. Pesuri suorittaa kuusi taytto- ja aspirointijaksoa, joihin kuluu noin 10 minuuttia. Koska ohjelmaan
sisaltyy lyhyt tauko, on varottava ottamasta kuoppalevya pois liian aikaisin. Kun automaattinen
kuoppalevypesuri on paattéanyt pesun, nayttoon tulee teksti "Digene Wash Ready” tai "P1”.

6. Ohjelman paatyttya poista kuoppalevy pesulaitteesta. Kuoppalevyn tulee nayttaa valkoiselta, eika
kaivoissa tulee olla vaaleanpunaisia nestejaamia.

MANUAALINEN PESUMENETELMA

Huom.: Riittdmaton pesu voi aiheuttaa lisdantynytta taustaa ja vaaria positiivisia tuloksia (johtuen
alkalisen fosfataasin jaamista). Tehokkaan pesun varmistamiseksi pesulaitetta kayttaessasi aseta
laite vahintdan 61 cm ja enintdan 91 cm pesualueen ylapuolelle siten, ettd kuoppalevy on
61-91 cm pesulaitteen alapuolella pesun aikana. Pesulaitteen sulkuhanan tulee olla taysin "open"
(auki) -asennossa, kun sita kaytetdan, ja "off” (pois paalta) -asennossa, kun sita ei kayteta.
Kaytettdessa pesulaitteen tulee sisaltaa vahintdan 1,0 litra pesupuskuriainetta riittdvan paineen
varmistamiseksi.

1. Detekointireagenssi 1 poistetaan kaivoista asettamalla puhtaita Kimtowels-pyyhkeita tai vastaavia
vahanukkaisia paperipyyhkeita kuoppalevyn paalle ja kdantamalla kuoppalevy varovasti yldsalaisin.
Ennen yl6salaisin kaantamista on varmistettava, etta paperi on kosketuksessa koko kuoppalevyn
pintaan. Anna kuoppalevyn valua 1-2 minuutin ajan. Kuivaa hyvin puhtailla Kimtowels-pyyhkeilla tai
vastaavilla vahanukkaisilla paperipyyhkeilld. Havita kaytetyt vdhanukkaiset paperipyyhkeet
huolellisesti mybhempien vaiheiden alkalisen fosfataasikontaminaation valttamiseksi.

2. Pesulaitetta kaytettdessa pese kuoppalevy kasin kuusi kertaa. Pese jokainen kaivo niin etta se tulvii yli,
jotta konjugaatti saadaan poistetuksi kaivojen huipuista. Aloita peseminen kaivosta A1 ja jatka sitd
serpentiinimaisesti oikealle ja alaspain. Kun kaikki kaivot ovat tdynna, dekantoi neste viemarialtaaseen
voimakkaalla alaspain suuntautuvalla liikkkeelld. Aloita toinen pesu kaivosta H12 ja siirry siina
serpentiinimaisesti vasemmalle ja yl6spain. Toista tdma kahden pesun sekvenssi viela kaksi kertaa,
jolloin saat yhteensa kuusi pesua kaivoa kohti.

3. Kuivaa kuoppalevy pesun jalkeen kdantadmalla se nurin pain puhtaille Kimtowels-pyyhkeille tai
vastaaville vahanukkaisille paperipyyhkeille ja kopauttamalla sitd napakasti kolme tai nelja kertaa.
Vaihda vahanukkaiset paperipyyhkeet ja suorita kuivaus uudelleen. Jata kuoppalevy valumaan nurin
pain 5 minuutiksi. Kuivaa kuoppalevy vield kerran.

4. Kuoppalevyn tulee nayttaa valkoiselta, eika kaivoissa saa olla vaaleanpunaisia nestejaamia.
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SIGNAALIN VAHVISTUS

Huom.:
+ Ota kayttodn uusi pari puuterittomia suojakasineita detekointireagenssi 2:ta kasitellessasi.

» Detekointireagenssi 2:n kontaminaation valttdmiseksi ota kertakayttdiseen reagenssialtaaseen
reagenssista vain analyysin suorittamiseen tarvittava maara alikvoottia. Ks. kohta Reagenssien
valmistus ja sailytys. Detekointireagenssi 2:ta El SAA palauttaa alkuperaiseen pulloon.
Kayttamattomat aineet on havitettava.

» Detekointireagenssi 2:n lisddmisen tulee tapahtua keskeytyksetta. Kaikkien kaivojen
inkubaatioajankohtien tulee olla mahdollisimman lahekkain.

» Varo koskemasta mikrokaivon seindmiin tai roiskimasta reagenssia takaisin karjille, jotta naytteet
eivat ristiinkontaminoituisi (ks. kuva 1).

1. Kayta 8-kanavaista pipettia ja annostele huolellisesti 75 pl detekointireagenssi 2:ta kuhunkin
kuoppalevyn kaivoon edella kuvattua kaanteista pipetointimenetelmaa noudattaen. Kaivojen varin
tulee muuttua keltaiseksi. Varmista kaivojen tarkka tayttyminen tarkkailemalla varin voimakkuutta.
Varin voimakkuuden tulee olla sama kaikissa kaivoissa.

2. Peitédkuoppalevyt kuoppalevyn kannella tai puhtaalla parafilmilla (tai vastaavalla) ja inkuboi
20-25 °C:ssa 15 minuutin ajan. Valta suoraa auringonvaloa.

3. Lue kuoppalevy QIAGENIn hyvaksymalld luminometrilla 15 minuutin inkuboinnin jalkeen (ja
viimeistaan 30 minuutin inkuboinnin jalkeen).

4. digene-analyysimaaritysohjelmisto sallii analyysille relevantin informaation suoran sy6ton ohjelmistoon.

5. Jos et ole kayttanyt koko kuoppalevya, poista kaytetyt mikrokaivot kuoppalevyn pidikkeesta, huuhtele
pidike perusteellisesti tislatulla tai deionisoidulla vedella, kuivaa ja laita talteen seuraavaa analyysia
varten.

ANALYYSIN KALIBROINNIN VERIFIOINTIKRITEERIT

Analyysin kalibroinnin verifioimisella on tarkoitus varmistaa, etta reagenssit ja toimitetut kalibraattorit ja
laatukontrolliaineet toimivat oikein ja mahdollistavat analyysin raja-arvon (Cutoff, CO) tarkan
maarittamisen. Verifiointikriteerit lasketaan automaattisesti ja ne verifioidaan valideiksi tai ei-valideiksi
digene-analyysimaaritysohjelmistolla. digene HC2 GC-ID DNA Test -koe vaatii kalibroinnin jokaisen
analyysin yhteydessa. Siksi on valttamatonta verifioida kukin analyysi kayttamalla seuraavia kriteereja.
Taman verifiointimenettelyn tarkoituksena ei ole korvata sisaista laaduntarkkailukoekaytantoa.

1. Negatiivinen kalibraattori
Negatiivinen kalibraattori tulee testata kussakin analyysissa kolme rinnakkain. Jotta voidaan edet3,
negatiivisen kalibraattorin RLU-keskiarvon pitaa olla > 10 RLU ja < 150 RLU. Negatiivisen
kalibraattorin tulosten osoittaman variaatiokertoimen (%CV) pitéisi olla <25 %. Jos %CV on >25,
ohjelmisto hylkaa poikkeavana tuloksena sen replikaatin, jolla on keskiarvosta kauimpana oleva RLU-
arvo, ja keskiarvo ja %CV lasketaan uudelleen kahden jéljella olevan replikaatin arvoilla. Uudelleen
lasketun %CV-arvon tulee olla <25 %. Muussa tapauksessa analyysin kalibroinnin verifiointi on
epdpateva ja analyysi on tehtdva uudestaan kaikkien potilasnaytteiden osalta. Nain ollen
potilasnaytteiden tuloksia ei tule raportoida.

2. Positiivinen kalibraattori
Positiivinen kalibraattori tulee testata kussakin analyysissa kolme rinnakkain. Positiivisen kalibraattorin
replikaattien %CV-arvon tulee olla <20 %. Jos %CV on >20 %, ohjelmisto hylkaa poikkeavana
tuloksena sen replikaatin, jolla on keskiarvosta kauimpana oleva RLU-arvo, ja keskiarvo ja %CV
lasketaan uudelleen kahden jaljelld olevan replikaatin arvoilla. Uudelleen lasketun %CV-arvon tulee
olla £20%. Muussa tapauksessa analyysin kalibroinnin verifiointi on epapéateva ja analyysi on
tehtava uudestaan kaikkien potilasnédytteiden osalta. Ndin ollen potilasnaytteiden tuloksia ei
tule raportoida.

3. Keskimaarainen PC/keskimaarainen NC -suhdeluku
Positiivisen kalibraattorin replikaattien (keskimaarainen PC) keskiarvoa and negatiivisen kalibraattorin
replikaattien (keskimaarainen NC) keskiarvoa kaytetdan maaritettdessa keskimaarainen
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PC/keskimaarainen NC -suhdeluku. Ohjelmisto laskee keskimaaraisen PC/keskimaaraisen NC -
suhdeluvun. Téman suhdeluvun on taytettdva seuraavat kriteerit analyysikalibroinnin verifioimiseksi
ennen kuin tuloksia voidaan tulkita. Jos suhdeluku on >2,0 ja <20, ohjelmisto siirtyy raja-arvon
(Cutoff, CO) laskentaan. Jos suhdeluku on <2,0 tai >20, analyysikalibrointi on epdpateva ja
analyysi on tehtava uudestaan kaikkien potilasnaytteiden osalta. Nain ollen potilasnaytteiden
tuloksia ei tule raportoida.

Huom.: Jotta voitiin maarittaa kalibraattorien toistettavuus digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeissa
koottiin digene Microplate Luminometer 2000 (DML 2000) -laitteella sisaisissa tutkimuksissa
saadut tulokset, jotka kasittivat 62 Rapid Capture -jarjestelmalla ja 43 manuaalisella
menetelmalla tehtyd analyysia (ks. taulukko 3). Saadut tulokset osoittivat, etta positiivisen
kalibraattorin osalta naiden 105 analyysin keskimaarainen %CV-luku oli yhta suuri tai pienempi
kuin 6,5 % ja etta negatiivisen kalibraattorin keskimaarainen %CV-luku oli yhta suuri tai
pienempi kuin 14,6 %. Kuten manuaalisille analyyseille saatu keskimaaraisen negatiivisen
kalibraattorin keskimaarainen RLU-arvo 43 osoittaa, verrattuna RCS-sovelluksen
keskimaaraiseen arvoon 54, RCS-sovelluksen on naytetty antavan NC RLU -arvoja, jotka ovat
hiukan manuaalista menetelmaa korkeampia. On osoitettu, ettei talla erolla ole mitaan vaikutusta
kummalla menetelmalla tahansa saatuihin koetuloksiin. Negatiivisen kalibraattorin
keskimaaraiseksi RLU-kynnysarvoksi on maaritetty 250 RLU:ta, joka tulos perustuu negatiivisen
kalibraattorin keskimaaraisen RLU-arvon+3SD-poikkeaman tilastotieteelliseen laskentaan. Tama
arvo havaittiin digene HC2 CT/GC DNA -koejarjestelmalla laajassa testauksessa RCS-
sovelluksen kehittdmisen aikana. Taman +3SD-poikkeaman ylarajaa laajennettiin 20 %, jotta
voitiin varmistaa, ettd NC:n RLU-kynnysarvo voitaisiin saavuttaa kliinisessa rutiinitoiminnassa.

NC:n keskimaaraisen RLU-arvon tulee kdytdnndssa olla todettavissa arvoilla <150 ja CV:n arvoilla <25 %.
Jokaisen laboratorion tulee seurata laaduntarkkailun ja kalibroinnin toteutumista National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) -komitean asiakirjan C24-2A mukaan. RCS-sovelluksen antama
kesimaarainen RLU-arvo voi joskus vylittdd arvon 150, jolloin tapahtuu mahdollisesti myds vastaavaa
laskua PC/NC-arvossa, joka taulukon 3 mukaan on todettu kalibroinnin jalkeen johtavan 8,29
keskiarvoon. Tassa tapauksessa tulokset voidaan hyvaksya, mikali NC:n RLU-arvo on < 250 ja PC/NC-
suhde on = 2,0. Jos NC:n RLU-arvo ylittaa 250 tai PC/NC-suhde alittaa arvon 2,0 tai ylittda arvon 20,
analyysi on epapateva.

Taulukko 3. Tilastollinen yhteenveto negatiivisen kalibraattorin ja positiivisen kalibraattorin arvoista
kaytettdessa RCS-sovellusta ja manuaalista menetelmaa.

Koesarjan
laatukontrollit
Mene- Kuoppa- PC/NC-suhdeluvun laskennalliset keskiarvot (keskim. RLU/CO)
telma levyjen Ikm Keskiarvo  Mediaani Min. Maks. QCCT QC GC
RCS 62 8,29 8,99 3,95 12,72 0,22 4,73
Manuaal. 43 8,22 8,83 2,59 12,88 0,23 4,07
RLU, laskennalliset keskiarvot Keskim.
Mene- laskennallinen
telma Kalibraattori Keskiarvo  Mediaani Min. Maks. %CV
RCS Negatiivinen 54 46 24 127 14 4
Positiivinen 399 405 179 606 6,5
Manuaal.  Negatiivinen 43 36 16 120 14,6
Positiivinen 295 309 167 415 4,7
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RAJA-ARVON LASKENTA

Kun analyysi on validoitu ylld esitettyjen kriteerien mukaisesti, valideja positiivisen kalibraattorin
replikaatteja kaytetddn maaritettdessa positiivisten naytteiden RLU-raja-arvot. RLU-raja-arvot lasketaan
seuraavalla tavalla:

RLU-raja-arvo = keskim&arainen positiivinen kalibraattorin RLU

Esimerkki raja-arvon (CO) laskennasta:
NC RLU -arvot PC RLU -arvot

97 312
101 335
91 307
Keskim. arvo 96 318
%CV 4.9 4,7
Keskim. PC / keskim. NC Ei koske 3,31

Nain ollen RLU-raja-arvo on (keskim. PC) = 318

digene analyysimaaritysohjelmisto konvertoi kaikkien naytteiden RLU-arvot suhdeluvuiksi ao. RLU-raja-
arvoon nahden. Esim. kaikki analyysit tulee ilmaista naytteen RLU-/raja-arvona.

Huom.: Kaikkien testattujen naytteiden RLU-/raja-arvot ja positiiviset/negatiiviset tulokset raportoidaan
digene-analyysimaaritysohjelmiston data-analyysikertomuksessa.

LAADUNTARKKAILU

Laaduntarkkailunaytteet sisaltyvat digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeeseen. Ks. lisatietoja liittyen
laaduntarkkailukontrollien eranumeroiden ja viimeisten kayttopaivamaarien syottéon kyseisen digene-
analyysimaaritysohjelmiston kayttboppaasta. Naiden kontrollien tulee sisaltya jokaiseen analyysiin, ja
jotta analyysia voitaisiin pitda validina, kunkin laaduntarkkailukontrollin RLU/CO-arvon pitaa jaada
oheisten hyvaksyttavien vaihteluvadlien sisadlle. Jos laaduntarkkailukontrollit eividt ole naiden
vaihteluvilien sisélla, analyysi on epapateva ja se on toistettava. Nain ollen epapatevien analyysien
potilasnaytteiden tuloksia ei tule raportoida.

QCCT QC GC

Min. RLU/CO 0 1,0
Maks. RLU/CO 0,9999 20,00
Maks. %CV 20,00 20,00

1. Pakkaukseen kuuluvat laaduntarkkailukontrollit ovat kloonattuja CT ja GC DNA -kohteita ja ne
koostuvat samasta plasmidirakenteesta kunkin yksittaisen organismin osalta (yksi CT:lle ja yksi GC:lle)
kuin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeeseen kuuluvassa positiivisessa kalibraattorissa.

2. Tama laatukontrolliaine ei ole sama kuin GC-organismi naytematriisissa eika se sovellu
laatukontrolliksi digene-naytteenkuljetusaineelle tai PreservCyt-liuokselle.

3. Positiivista kalibraattoria kaytetaan naytetulosten normalisointiin maarittamalla RLU-raja-arvo. Tahan
pakkaukseen kuuluvat laatukontrollit tulee kayttaa sisaiseen laaduntarkkailuun. Lisalaatukontrolleja
voidaan testata paikallisten, alueellisten ja/tai kansallisten tai akkreditoitujen organisaatioiden
maarayksissa annettujen ohjeiden tai vaatimusten mukaisella tavalla.

4. Naytteiden liukenemisen ja denaturoinnin tehokkuuden testaamisessa laboratorioiden tulee
saanndllisin valein tehda naytteiden preparointikontrollit lisddmalla >5.000 CFU/mI Neisseria
gonorrhoeae (suosittelemme auksotyyppeja 1, 5 tai Type-kantaa, jotka ovat saatavilla ATCC:sta)
tuoretta naytteenkuljetusainetta sisaltdvaan putkeen. Naytetta inkuboidaan huoneenlampdtilassa
vahintaan 1 tunti ennen testausta, joka suoritetaan samalla tavalla kuin muutkin kliinisten naytteiden
testit. Tuloksena saadaan RLU/CO 22,50 edellyttaen, etta nayte on asianmukaisesti prosessoitu.
Tahan tarkoitukseen voidaan vaihtoehtoisesti kayttaa myods yleisesti hyvaksyttavia naytteiden
koepaneeleja, jotka sisaltavat GC-organismia.
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5. Hyvaksyttavat kalibraattorien ja laatukontrollien vaihteluvalit on maaritetty ainoastaan QIAGEN:In
hyvaksymille luminometreille. Negatiiviset kalibraattorit ja laatukontrollit tarkkailevat merkittavien
reagenssien epaonnistumisten varalta eivatka takaa analyysin tarkkuutta.

NAYTETULOSTEN TULKINTA

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen kriteerien perusteella:

1. Naytteitd, joiden RLU-/CO:n suhde on = 2,50 pidetaan "positiivisina Neisseria gonorrhoeaen DNA:n
osalta”. Organismien elinkykyisyytta ja/tai tartuntavaarallisuutta ei voi paatella, koska kohde-DNA:ta voi
olla elinkykyisten organismien puuttuessa.

2. Naytteet, joiden RLU-/CO:n suhde on <1,00 eivat sisalla Neisseria gonorrhoeaen DNA:ta tai niiden
sisaltamat DNA-maarat jaavat analyysin detekointirajan alapuolelle. Nama tulee tulkita ja raportoida
"Neisseria gonorrhoeaen DNA:ta ei havaittu” -tapauksina. Negatiivinen tulos ei sulje pois Neisseria
gonorrhoeae -infektiota, koska tulokset ovat riippuvaisia riittdvasta naytteiden keraamisesta ja
riittdvasta tutkittavan DNA:n maarasta.

3. Naytteita, joiden RLU/CO-suhdeluvut ovat > 1,00 ja < 2,50, pidetaan epamaaraisina. Tuloksia voidaan
pitda presumptiivisesti positiivisina Neisseria gonorrhoeae DNA:lle. Uusintatestausta potilaan uudella
naytteella tai lisdtestausta vaihtoehtoisella koemenetelmalla kuitenkin suositellaan, koska positiivisen
tuloksen prediktiivinen arvo on pienempi naillda RLU/raja-arvoilla.”

4. On suositeltavaa, ettd positiiviset tulokset vahvistetaan jollakin toisella menetelmalld, jos Neisseria
gonorrhoeae -infektion todennakdisyys on epavarmaa tai kyseenalaista, kun otetaan huomioon kliiniset
tai muut laboratorioldyddkset. Analyyttiset selvitykset liittyen tdhan kokeeseen ovat osoittaneet
rajallista ristiinreagointia tiettyjen toisten DNA-sekvenssien kanssa, mista voi olla seurauksena vaara
positiivinen tulos. Ks. lisatietoja kohdasta Analyyttinen spesifisyys.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen kliinisessa arvioinnissa 3/17 tuloksesta tdssa epamaaraisten
naytteiden sarjassa vahvistettiin positiivisiksi GC-viljelykokeella; loput 14 olivat nahtavasti vaaria
positiivisia tuloksia. Tata seuranneessa arvioinnissa 5 naytteella havaittiin initiaalinen RLU/CO valilla
1,00 ja 2,50, ja naista kolme olivat positiivisia GC-viljelyssa. Naiden kolmen naytteen uusintakoe
duplikaatteina digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella tuotti tuloksiksi 21,00 RLU/CO. Loput 2 naytetta
olivat negatiivisia viljelyssa ja molemmat olivat negatiivisia myds kahdessa digene HC2 GC-ID DNA
Test -uusintakokeessa.

MENETELMAN RAJOITUKSET

Ks. menetelman muita rajoituksia koskevia tietoja Rapid Capture System -jarjestelman
kayttooppaasta nimenomaan, kun jarjestelmaa kaytetaan lukuisien naytteiden tehotestaamiseen.

e Vain in vitro diagnostiseen kayttéon.

e Luotettavien testitulosten saamiseksi tulee digene HC2 GC-ID DNA Test -koemenetelmaa,
laaduntarkkailua ja naytetulosten tulkintaa seurata tarkasti.

e digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta voidaan kayttaa vain kohdunkaulanaytteille, jotka on otettu
digene HC2 DNA -naytteenottimella ja asetettu STM-naytteenkuljetusaineeseen, tai
kohdunkaulanaytteille, jotka on otettu digene Female Swab Specimen Collection -pakkauksen
vélineilla ja asetettu STM-naytteenkuljetusaineeseen, tai naytteille, jotka on otettu harjamaisella
keraysvalineelld ja asetettu Hologic PreservCyt -liuokseen.

e Taman kokeen tulokset tulee tulkita vain yhdessa kaytettévissa olevien potilaan kliinisesta
arvioinnista saatavien ja muiden menetelmien tulosten kanssa.

o digene HC2 GC-ID DNA Test -koe tuottaa kvalitatiivisia tuloksia. Potilaan naytteesta saadun raja-
arvon ylapuolelle sijoittuvan numeerisen arvon (suhdeluvun) ei ole osoitettu korreloivan potilaan
naytteessa olevan GC DNA:n maaran kanssa.

e Negatiivinen tulos ei sulje pois Neisseria gonorrhoeae -infektion mahdollisuutta, koska detekointi
on riippuvainen naytteessa olevien organismien lukumaarasta ja siihen voivat myds vaikuttaa
naytteenottomenetelmat, potilaan ominaisuudet, infektiovaihe ja/tai infektoiva Neisseria
gonorrhoeae -kanta.
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o digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta ei ole tarkoitettu hoidon onnistumisen mittaamiseen.

e digene HC2 GC-ID DNA Test -koe on validoitu vain kayttdon automaattisen kuoppalevypesuri |:n
kanssa ja soveltaen analyysiohjeissa spesifioituja asetuksia. Kyseinen validointitutkimus tehtiin
sisaisesti QIAGEN -yhtiéssa ja yhti6 on arkistoinut sitd tukevan aineiston. Muita
kuoppalevypesureita ja muita kuoppalevypesuriasetuksia ei hyvaksyta digene HC2 GC-ID DNA
Test -kokeeseen.

e digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tulosten vaihtelevuuden minimoimiseksi on valttdmatonta,
etta analyysia suorittava laboratoriohenkil6std saavuttaa teknisesti riittdvan patevyyden.
Laboratorioiden tulee lisaksi seurata niissa suoritettujen analyysien teknista patevyytta. Taman
toteuttamiseksi suosittelemme, etta laboratoriot sdanndllisin valein suorittavat testeja, joissa
kaytetaan kaupallisesti saatavia GC-organismeja tai GC DNA:ta sisaltavia naytesarjoja ja etta
nama testit toteutetaan noudattaen ao. laitoksen laaduntarkkailumenetelmia.

ODOTETTAVISSA OLEVAT TULOKSET

YLEISYYS

Neisseria gonorrhoeae -positiivisten naytteiden yleisyyteen vaikuttavat populaation ominaisuudet, esim.
ika, sukupuoli ja riskitekijat. Neisseria gonorrhoeae -naytteiden yleisyys tarkasteltuna kliinisessa
tutkimuspopulaatiossa kayttaen digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta vaihteli valilla 1,1-13,0 %. Yleisyys
laskettiin olettaen, ettd tutkimuksen 17 epamaaraistd naytettd olivat GC DNA -positiivisia (taulukko 4).
Kahdeksan naista 17 naytteestd vahvistettiin positiivisiksi GC-viljelylla tai Polymerase Chain Reaction
(PCR) -ketjureaktiossa.

Taulukko 4. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen positiivisten tulosten yleisyys testikohteen mukaan.

Tutk.laitos Positiiv. Ikm / testatt. lkm Yleisyys-%
1 60/460 13,0
2 34/302 11,3
3 23/324 71
4 10/390 2,6
5 4/349 1,1
Yhteensa 131/1825 7,2

POSITIIVISET JA NEGATIIVISET PREDIKTIIVISET ARVOT

Eri yleisyysarvojen hypoteettiset positiiviset ja negatiiviset arvot (PPV ja NPV) digene HC2 GC-ID DNA
Test -kokeessa laskettiin kayttamalla kokonaisherkkyytta ja -spesifisyytta, jotka maaritettiin yksittain
naytteille, jotka kerattin digene HC2 DNA -naytteenottimella (kohdunkaulaharjalla) ja naytteille, jotka
kerattiin digene HC Female Swab Specimen Collection Kit -valinepakkauksella (vanutuppo). Taulukossa
5 esitetdan hypoteettiset PPV- ja NPV-arvot harjanaytteille (kokonaisherkkyys 92,6 % ja -spesifisyys 98,5
%), ja taulukossa 6 esitetddn hypoteettiset PPV- ja NPV-arvot tupponaytteille (kokonaisherkkyys 93,0 %
ja -spesifisyys 98,8 %).

Taulukko 5. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen hypoteettiset prediktiiviset arvot eri yleisyysarvoilla

(harja).
Yleisyysarvo (%) Herkkyys (%) Spesifisyys (%) PPV (%) NPV (%)
5 92,6 98,5 76,5 99,6
10 92,6 98,5 87,3 99,2
15 92,6 98,5 91,6 98,7
20 92,6 98,5 76,3 99,6
Taulukko 6. digene HC2 GC-ID DNA -kokeen hypoteettiset prediktiiviset arvot eri yleisyysarvoilla (tuppo).
Yleisyysarvo (%) Herkkyys (%) Spesifisyys (%) PPV (%) NPV (%)
5 93,0 98,8 79,8 99,7
10 93,0 98,8 88,3 99,4
15 93,0 98,8 91,6 99,1
20 93,0 98,8 93,3 98,7
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FREKVENSSIJAKAUMA: digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOKEEN RLU/CO-TULOKSET

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen RLU/CO-suhdelukujen jakauma  kliinisessa
monikeskustutkimuksessa on esitetty jaljempana (kuva 1). Naihin tietoihin sisaltyvat kaikki ne naytteet,
joille tehtiin digene HC2 GC-ID DNA Test -koe ja joille oli saatavissa GC-viljelyn tulokset (n=1826).
Tulokset tulkittiin seuraavien kriteereiden mukaan. Naytteet, joiden RLU/CO-arvot olivat < 1,00, tulkittiin
negatiivisiksi. Naytteet, joiden RLU/CO-arvot olivat = 2,50, tulkittiin positiivisiksi. Naytteet, joiden RLU/CO-
arvot olivat > 1,00 ja < 2,50, tulkittiin epdmaaraisiksi.

RLU/CO-suhdeluvuissa havaittiin selkea ero digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen positiivisten ja
negatiivisten tulosten valilla. Yhdeksallakymmenelld yhdeksalla prosentilla (1676/1690) digene HC2 GC-
ID DNA Test -kokeen negatiivisia naytteitd RLU/CO-arvo oli valilld 0,0 ja 0,5. Viisi (5/1690) digene HC2
GC-ID DNA Test -kokeen negatiivista tuloksista tuotti RLU/CO-arvon valilld 0,6 ja 0,8. Kaikkiaan alle yksi
prosentti (< 0,9 %, 17/1825) naytetuloksista jai analyysin epamaaraiselle alueelle, ja ndista 47 % (8/17) oli
positiivisia GC-viljelyssa tai PCR:ssd. Kahdeksallakymmenelld yhdeksélla prosentilla (93/104) digene
HC2 GC-ID DNA Test -kokeen positiivisia naytteita RLU/CO-arvo oli 10-2500.

Kuva 1. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen RLU/CO-tulosten frekvenssijakauma.

Equivocal Zone 1.0-2.5 RLU/CO

by
11
E
£
- - ._—|
02 03 04 0506 07 08 08 1 25 5 10 50 100 2500 5000+
[] GC Culture Positive o‘s%lulz‘l[ulo‘u‘o[sls‘?‘sa[ﬁ[«‘u

Il GC Culture Negative m|aou|soa|1sa| 2s| 8 | zl 2 | 4 | 2 | |2| 3 |4 | 2 l 2 l u| 0
RLU/CO

*Osoittaa alueen ylapaata, mukaan lukien mainittu arvo.
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SUORITUSARVOT

KLIINISEN TUTKIMUKSEN TULOKSET NAYTTEEN MUKAAN

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suoritusarvot maaritettiin vertaamalla analyysin antamia tuloksia
Gonorrhoea-viljelyn antamiin tuloksiin. Potilailta testattin 1825 naytetta, ja myéhemmin nama naytteet
testattiin 5 eri kohteessa, mukaan lukien sukupuolitauti (STD)-, perhesuunnittelu- ja naistenklinikoissa.
PCR-testaus tehtiin naytteille, jotka olivat positiivisia digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa ja
negatiivisia viljelyssa. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tuloksia El ratkaistu PCR-testituloksilla, ja
siksi PCR:lla ei ollut lainkaan vaikutusta digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suoritusarvojen
laskemiseen. Kliinisen tutkimuksen tulokset digene HC2 DNA -naytteenottimella (kohdunkaulaharjalla)
keratyille naytteille on esitetty taulukossa 7 ja digene Female Swab Specimen Collection Kit -
valinepakkauksella (Dacron-tupolla) keratyille naytteille taulukossa 8.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suoritusarvot laskettiin kayttamalla seka raja-arvoa 1,0 etta 2,5
ottamatta huomioon presumptiivisia positiivisia naytteita, jotka jaivat epamaaraiselle alueelle, kuten on
kuvattu naiden kayttdohjeiden kohdassa Naytetulosten tulkinta. Siksi digene HC2 GC-ID DNA Test -
kokeen suorituskyky voi vaihdella laboratoriossa riippuen epamaaraiselle alueelle jaavien arvojen
hajonnasta sek& uusintatuloksista, jotka saadaan testattaessa uudelleen presumptiivisia positiivisia
(epéamaaraisen alueen) naytteitd. Viitteeksi mainittakoon, ettd alle 0,9 % (17/1825) naytteists, jotka
testattiin kliinisessd monikeskustutkimuksessa ja joita kaytettiin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen
suorituskyvyn maarittdmiseen, jaivat talle alueelle. Katso lisatietoja naiden kayttdéohjeiden kohdasta
Odotettavissa olevat tulokset, RLU/CO-tulosten frekvenssijakauma.

Ei ole tuotettu riittavasti tietoja, jotta voitaisiin maarittda tarkasti, vastaako HC Female Swab Specimen
Collection Kit -valinepakkauksella kerattyjen naytteiden digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen herkkyys-
ja prediktiivinen positiivinen arvo digene HC2 DNA -naytteenottimella kerattyjen naytteiden vastaavia
arvoja. Koska digene HC2 DNA -naytteenottimen kaytdlle on kontraindikaatioita kerattaessa
kohdunkaulanaytteitd raskaana olevilta naisilta, kokeen kyky havaita GC DNA:ta voi alentua tahan
populaation ryhmaan kuuluvien potilaiden keskuudessa tai kaytettdessa Dacron-tuppoa.

Tutkimuksen suorituskykyarviot perustuvat naytteisiin, joita sailytettin 2-8 °C:n lampdtilassa tai
pakastettuina ja jotka testattiin 1-2 viikon kuluessa naytteenottohetkesta.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen kliinistéa herkkyytta ja spesifisyytta detekoitaessa nailla potilailla
esiintyvaa kliinisesti aktiivia infektiota, joka voi siirtya kumppaneille tai aiheuttaa GC:hen liittyvia
jalkiseurauksia, ei ole maaritetty verrattuina kaikkiin yleisesti hyvaksyttaviin nukeleiinihapon
vahvistusmenetelmiin (NAA) GC DNA:n detekoinnissa. Kliinisissa tutkimuksissa, joissa naytteita testattiin
muunnellulla, yleisesti hyvaksyttavalla nukleiinihapon vahvistusanalyysilla, havaittiin positiivisuutta
joissakin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen positiivisissa naytteissa, jotka oli saatu potilailta, joiden
viljelytulos oli negatiivinen. Arvioitu herkkyys perustuu niihin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen
positiivisiin tuloksiin, jotka saatiin potilailta, joiden viljelytulos oli Neisseria gonorrhoeae -positiivinen. Siksi
digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen herkkyys voidaan paatella vain suhteessa viljelypositiivisuuteen,
jonka herkkyys saattaa olla 60-85 %.
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Taulukko 7. digene HC2 GC-ID DNA -kokeen vs. GC-viljelyn tulokset harjanaytteille. Suoritusarvot, jotka laskettiin kayttamalla RLU/-raja-arvoja 1,0 ja 2,5, on
esitetty seuraavassa; suluissa esitetyt arvot edustavat suorituskykya, kun otetaan huomioon 2,5 RLU/-raja-arvo. 95 %:n luotettavuusvalit sisaltavat molemmat
sarjat, kun pisteiden arviot erosivat kussakin arvioidussa RLU/raja-arvossa.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID
Viljely: POS POS NEG NEG viljely
T’paikka? n= POS NEG POS NEG Herkkyys PPV Spesifisyys NPV PCR'+
Symptomaattiset
1 351 39 (38) 7 @) 1(2) 304 (308) 97,50 (95,00) 84,78 (92,68) 97,75 (99,04) 99,67 (99,35) 5/7 (2/3)
95% luotett.v. 83,1-99,9 80,1-98,5 97,2-99,8 98,2-100
2 188 13 2 4 169 76,47 86,67 98,83 97,69 1/2
95% luotett.v. 50,1-93,2 59,5-98,3 95,8-99,9 94,2-99,4
3 233 14 6 (3) 1 212 (215) 93,33 70,00 (82,35) 97,25 (98,62) 99,54 0%/6
95% luotett.v. 68,1-99,8 56,6-96,2 96,0-99,7 97,4-100
4 163 4 0 0 159 100,00 100.00 100,00 100.00 Ei koske
95% luotett.v. 39,8-100 39,8-100 97,7-100 97,7-100
Kaikki 935 70 (69) 15 (8) 6 (7) 844 (851) 92,11 (90,79) 82,35 (89,61) 98,25 (99,07) 99,29 (99,18) 6%15
95 %:n 83,6-97,1 80,1-95,4 98,2-99,6 98,5-99,7
luotett.v.
Asymptomaattiset
1 101 10 (9) 2 0(1) 89 100,00 (90,00) 83,33 (81,82) 97,80 100,00 (98,89) 2/2
95% luotett.v. 69,2-100 51,6-97,9 92,3-99,7 95,9-100
2 12 2 0 0 10 100,00 100,00 100,00 100,00 Ei koske
95% luotett.v. 15,8-100 15,8-100 69,2-100 69,2-100
3 84 1(0) 0 0(1) 83 100,00 (0,00) 100,00 100,00 100,00 (98,81) Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100 95,7-100 95,7-100
4 226 4 2(0) 1 219 (221) 80,00 66,67 (100,00) 99,10 (100,00) 99,55 12
95% luotett.v. 28,4-99,5 39,8-100 98,3-100 97,5-100 Ei koske
5 1 0 0 0 1 Ei koske Ei koske 100,00 100,0 Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100
Kaikki 424 17 (15) 4(2) 1(3) 402 (404) 94,44 (83,33) 80,95 (88,24) 99,01 (99,51) 99,75 (99,26) 3/4 (2/2)
95% 72,7-99,9 63,6-98,5 98,2-99,9 98,6—100
luotett.v.
KAIKKI
1 452 49 (47) 9(5) 1(3) 393 (397) 98,00 (94,00) 84,48 (90,38) 97,76 (98,76) 99,75 (99,25) 719 (4/5)
95% luotett.v. 89,4-100 79,0-96,8 97,1-99,6 98,6—100
2 200 15 2 4 179 78,95 88,24 98,90 97,81 1/2
95% luotett.v. 54,4-94,0 63,6-98,5 96,1-99,9 94,5-99,4
3 317 15 (14) 6 (3) 1(2) 295 (298) 93,75 (87,50) 71,43 (82,35) 98,01 (99,00) 99,66 (99,33) 0%6
95% luotett.v. 69,8-99,8 56,6-96,2 97,1-99,8 98,1-100
4 389 8 2(0) 1 378 (380) 88,89 80,00 (100,00) 99,47 (100,00) 99,74 1/2 (N/A)
95% luotett.v. 51,8-99,7 63,1-100 99,0-100 98,5-100
5 1 0 0 0 1 Ei koske Ei koske 100,00 100,00 Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100
Kaikki 1359 87 (84) 19 (10) 7 (10) 1246 (1255) 92,55 (89,36) 82,08 (89,36) 98,50 (99,21) 99,44 (99,21) 9%19
95% 85,3-97,0 81,3-94,8 98,6-99,6 98,9-99,8
luotett.v.

1 Nama tiedot on annettu vain tiedoksi; naytteiden tuloksia ei ratkaistu PCR:lla.

2 Kohteessa 5 ei ollut yhtaan symptomaattisten potilaiden harjanaytetta.

3 Kahdessa tapauksessa PCR-testia ei tehty.

N/A = Ei koske
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Taulukko 8. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen vs. GC-viljelyn tulokset tupponaytteille. Suoritusarvot laskettuina kayttaen RLU/raja-arvoja 1,0 ja 2,5 on
esitetty seuraavassa. Suluissa esitetyt arvot edustavat suorituskykya, kun otetaan huomioon 2,5 RLU/raja-arvo. 95 %:n luotettavuusvalit sisaltavat molemmat
sarjat, kun kohtien arviot erosivat kussakin arvioidussa RLU/raja-arvossa.

digene HC2 digene HC2
GC-ID: GC-ID
Viljely: POS POS NEG NEG vineI%/
T’paikka® n= POS NEG POS NEG Herkkyys PPV Spesifisyys NPV PCR'+
Symptomaattiset
1 354 34 (31) 2(3) 2(5) 316 (315) 94,44 (87,18) 94,44 (91,18) 99,37 (99,06) 99,37 (98,44) Ei koske
95% luotett.v. 81,34-99,32 81,34-99,32 97,75-99,92 97,75-99,92
2 92 13 2(0) 1 76 (78) 92,86 86,67 (100) 97,44 (100) 98,70 (98,73) 0/2
95% luotett.v. 66,1-99,8 75,3-100 95,4-100 93,2-100
3 5 2 0 0 3 100 100 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 15,8-100 15,8-100 29,2-100 29,2-100
5 162 0 3(1) 0 159 (161) Ei koske 0,00 98,15 (99,38) 100 1%3
95% luotett.v. 2,5-100 96,6—100 97,7-100
Kaikki 613 49 (46) 7(4) 3(6) 554 (557) 94,23 (88,46) 87,50 (92,00) 98,75 (99,29) 99,46 (98,93) 135
95% luotett.v. 84.05-98.79 75.93-94.82 97.45-99.50 98.43-99.89
Asymptomaattiset
1 61 1 0 1 59 50,00 100 100 98,33 Ei koske
95% luotett.v. 1,26-98,74 2,50-100 93,94-100 91,06-99,96
2 10 2 0 0 8 100 100 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 15,8-100 15,8-100 63,1-100 63,1-100
3 2 0 0 0 2 Ei koske Ei koske 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 15.8-100 15.8-100
4 1 0 0 0 1 Ei koske Ei koske 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100
5 186 1 0 0 185 100 100 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100 98,0-100 98,0-100
Kaikki 260 4 0 1 255 80,00 100 100 99,61 Ei koske
95 %:n 28.36-99.49 39.76-100 98.56—100 97.84-99.99
luotett.v.
KAIKKI
1 415 35 (32) 5(3) 3(6) 372 (374) 92,11 (84,21) 87,50 (91,43) 98,67 (99,20) 99,20 (98,42) Ei koske
95% luotett.v. 78,62-98,34 73,20-95,81 96,93-99,57 97,68-99,83
2 102 15 2 (0) 1 84 (86) 93,75 88,24 (100) 97,67 (100) 98,82 (98,85) 0/2
95% luotett.v. 69,8-99,8 63,6—100 91,9-100 93,6-100
3 7 2 0 0 5 100 100 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 15.8-100 15.8-100 47.8-100 47.8-100
4 1 0 0 0 1 Ei koske Ei koske 100 100 Ei koske
95% luotett.v. 2,5-100 2,5-100
5 348 1 3(1) 0 344 (346) 100 25,00 (50,00) 99,14 (99,71) 100 1%3
95% luotett.v. 2,5-100 1,3-98,7 98,4-100 98,9-100
Kaikki 873 53 (50) 10 (4) 4(7) 806 (812) 92,98 (87,72) 84,13 (92,59) 98,77 (99,51) 99,51 (92,59) 135
95% luotett.v. 83,00-98,05 72,74-92,12 97,76-99,41 98,74-99,87

1 Nama tiedot on annettu vain tiedoksi; naytteiden tuloksia ei ratkaistu PCR:lla.
2 Kohteessa 4 ei ollut yhtdan symptomaattisten potilaiden tupponaytetta.

3 Kahdessa tapauksessa PCR-testia ei tehty.

N/A = Ei koske
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TOISTETTAVUUS

Toistettavuustutkimus tehtiin osana kliinistd monikeskustutkimusta, jonka tavoitteena oli selvittdd analyysikohtainen,
paivakohtainen, kohdekohtainen ja kokonaistoistettavuus digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen osalta. Kaytettiin
paneelia, joka koostui Neisseria gonorrhoeaen DNA-kohteista (engl. target) ja digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa
positiivisiksi todetuista kliinisistd naytteista ja digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa negatiivisiksi todetuista kliinisista
naytteista.

Testattiin 10-jdseninen paneeli naamioituja, denaturoituja kliinisia ja ei-kliinisid (DNA) naytteitd. Paneeli koostui 8
positiivisesta naytteesta ja 2 negatiivisesta naytteesta, ja se testattiin kuuden replikaatteina kahdesti paivassa kolmen
paivan ajan kussakin 4 kohteessa (3 ulkoista kohdetta ja QIAGEN n laboratoriossa). Kukin tutkimuspaikka tuotti 36
datapistetta jokaista testattua kohdetta (engl. target) kohti. Kaikki naytteet oli denaturoitu ja sailytetty pakastettuina ennen
testaamista. 100 %:nen yhtapitavyys todettiin 1152:n odotettavissa olevan positiivisen tuloksen suhteen (1152/1152) ja
100 %:nen yhtapitdvyys todettin 288:n odotettavissa olevan negatiivisen tuloksen suhteen (288/288).
Kokonaisyhtapitavyys oli 100 % (1440/1440), kun 95 %:n luotettavuusvali oli 99,7-100 ja Kappa = 1,00. Mitdan
merkittdvaa analyysikohtaista, paivakohtaista tai kohdekohtaista vaihtelua ei havaittu, ja siksi kaikkien analyysien data
kussakin kohteessa yhdistettiin ja ne on esitetty alla olevassa taulukossa (taulukko 9).

Taulukko 9. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen toistettavuus monikeskustutkimuksessa.

T’paikka 1 T’paikka 2 T’paikka 3 T’paikka 4 Yhteensa
Kohteen | XRLU % ARLU % ARLU % ARLU % ARLU Havaittu/
numero | /CO yhtap /CO yhtap /CO yhtap /CO yhtégp | /CO Odotettu % yhtap
1 2,5 100 2,1 100 2,7 100 2,6 100 2,5 144/144 100
2 4,8 100 4,2 100 5,0 100 52 100 4,8 144/144 100
3 29,4 100 23,3 100 30,1 100 30,4 100 28,3 144/144 100
4 51,5 100 43,0 100 52,1 100 54,1 100 50,2 144/144 100
5 25 100 2,0 100 25 100 25 100 2,4 144/144 100
6 47 100 3,5 100 4,9 100 4.8 100 4,5 144/144 100
7 14,0 100 10,6 100 13,9 100 14,1 100 13,2 144/144 100
8 16,7 100 12,7 100 17,4 100 18,2 100 16,3 144/144 100
9 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100
10 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 100 0,2 144/144 100
YHT. 1440/1440 100

Toinen patevyys-/toistettavuustutkimus, jossa kaytettiin kokonaisia Neisseria gonorrhoeae (GC) -organismeja lisattyina
epiteelisoluista muodostettuun valekliiniseen ndytematriisiin, toteutettiin kolmessa ulkopuolisessa kohteessa. Testatut 25
naytettd sisalsivat seuraaviin ryhmiin kuuluvia naytteitad: negatiivisia, alhaisia (detekointirajalla tai sen 1&helld olevia) ja
keskitason positiivisia joissa oli 2 GC-kantaa, sekainfektioita joissa oli Chlamydia trachomatis (CT) -naytteitd seka verta
sisdltavid naytteitd. Kahdentoista naytteen odotettiin olevan positiivisia ja kolmentoista naytteen odotettiin olevan
negatiivisia. Prosentuaalinen yhtapitavyys digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen havaittujen ja odotettujen tulosten osalta
kolmessa eri kohteessa ja kaikki kohteet yhdistettyind on esitetty taulukossa 10. Kunkin kohteen herkkyys-, spesifisyys-,
yhtapitavyys- ja kappa-arvot on esitetty taulukossa 11.

Taulukko 10. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen prosentuaalinen yhtapitavyys kohteittain.

T’paikka Havaitut vs. Odotetut Pros. yhtapitdvyys*
1 25/25 100 % (86,28—100 %)
2 25/25 100 % (86,28—100 %)
3 25/25 100 % (86,28—-100 %)
Yhdist. kohteet 75175 100 % (95,20-100 %)

* Suluissa olevat luvut tarkoittavat 95 %:n luotettavuusvalia.

Taulukko 11. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tulosten yhteenvetotilasto (raja-arvo 1,0).
Tilastoll.

mitta T’paikka 1 T’paikka 2 T’paikka 3 Yhteensa

Herkkyys 100 % 100 % 100 % 100 %
(73,54—100 %)* (73,54—100 %) (73,54—100 %) (90,26-100 %)

Spesifisyys 100 % 100 % 100 % 100 %
(75,29-100 %) (75,29-100 %) (75,29-100 %) (90,97-100 %)

Yhtapita- 100 % 100 % 100 % 100 %
vyys (86,28—100 %) (86,28—100 %) (86,28—-100 %) (95,20-100 %)

K 1,0 1,0 1,0 1,0

*Suluissa olevat luvut tarkoittavat 95 %:n luotettavuusvaleja.
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Rutiinimaisessa testaustoiminnassa taulukossa 10 esitetyt 12 epamaaraista naytetta, joista jokainen sisalsi alhaisia GC-
organismin pitoisuuksia (~5x104 organismeja/ml), ja ne tulkittaisiin positiivisiksi naiden kayttéohjeiden kohdan
Naytetulosten tulkinta mukaan. Nain ollen voitiin osoittaa, ettd analyysi kykenee detekoimaan GC DNA:n naytteista, joiden
pitoisuudet ko. organismien osalta ovat analyysin detekointirajalla tai sen lahella. Lisanayttda tasta saatiin testattaessa
paneeli, jonka naytteet sisalsivat vahaisia maaria organismeja valilla, jossa detekointi oli tarkoitus suorittaa
nukleeinihapon vahvistukseen perustuvilla analyyseilla. Kolmessa ulkopuolisessa kohteessa ja QIAGEN laboratoriossa
suoritetut testit tuottivat 100 %:sti positiiviset (tai presumptiivisesti positiiviset) tulokset niille paneelin naytteille, jotka
sisalsivat GC-organismeja. Kahdessa tapauksessa RLU/CO-arvot jaivat analyysin epamaaraiselle alueelle (ks. Taulukko
12).

Taulukko 12. CT- ja GC-naytepaneelin tulokset.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tulos

T’paikka RLU/CO Tulkinta Odotettu tulos
1 0,12 NEG NEG
10,45 POS POS
10,26 POS POS
9,74 POS POS
0,14 NEG NEG
2 0,09 NEG NEG
9,31 POS POS
9,93 POS POS
9,69 POS POS
0,09 NEG NEG
0,11 NEG NEG
11,00 POS POS
3 12,08 POS POS
9,45 POS POS
0,10 NEG NEG
0,07 NEG NEG
8,54 POS POS
4 7,27 POS POS
8,09 POS POS
0,08 NEG NEG
TARKKUUS

Kolmessa kohteessa toteutettiin tarkkuustutkimus, jonka tavoitteena oli maarittda analyysin sisdinen ja kokonaistarkkuus
kaytettdessa digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta positiivisista ja negatiivisista naamioiduista simuloiduista kliinisista
naytteistd koostuvan paneelin testaamiseen. Lisdksi samalla paneelilla testattin kahden erillisen luminometrin avulla
seurattua laitteiden valistd ja sisaistd tarkkuutta. Ko. kaksi luminometrimallia olivat DML 2000 -laitteisto, joka on yksi
digene HC2 CT/GC DNA -kokeen yhteydessa suositeltavista luminometreista, ja MLX-luminometri, joka on eras kaytosta
poistunut kliinisessa arvioinnissa aikaisemmin kaytetty malli. Muiden digene HC2 DNA -kokeiden suorittaminen osana tata
tutkimusta aiheutti yhdessa naista kolmesta tutkimuslaitoksesta vaikeuksia, joiden voidaan katsoa liittyneen
analyysitekniikkaan ja todenndkdisimmin johtuneen vaaranlaisesta tai riittdmattdmastd koulutuksesta. Vaikka tdma ei
vaikuttanut digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tarkkuustestaustuloksiin, testauksen tehnyt teknikko sai
uudelleenkoulutusta asianmukaisessa analyysitekniikassa.

Taulukossa 13 esitetdan digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suorituskyky kaikille kohteille yhdistettyind (mukaan lukien
kohde, jossa esiintyi teknisia ongelmia ennen teknikon uudelleenkouluttamista asianmukaisessa analyysitekniikassa).
Teknikon uudelleenkouluttamisen jalkeen analyysissa saatiin kuitenkin vastaavaa tarkkuutta myds paneelijasenelle 3
(joka sisalsi alhaisia GC-organismin pitoisuuksia), havaitut RLU/CO-arvot olivat analyysin epamaaraisen alueen 1,0-2,5
rajoissa tai niiden lahella. Naiden data-analyysien tarkoituksia varten kaikki RLU/CO-arvot, jotka jaivat epamaaraisen
alueen rajoihin tai ylittivat arvon 2,5, tulkittiin positiivisiksi. Vaikka se ei olekaan ilmeista taulukosta, kvalitatiiviset tulokset
olivat 100 %:sen (54/54) (93,4—100 % 95 %:n luotettavuusvali) yhtapitavia odotettujen tulosten kanssa kaikissa kolmessa
kohteessa.
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Taulukko 13. Laitteen sisainen, laitteiden valinen, analyysikohtainen ja kokonaistarkkuusarvio RLU/CO-suhdeluvulle
testin ja tavoitteen mukaan.

Laitteen sisdinen Laitteiden valinen Analyysikohtainen Yhteensa
Keski-
Paneeli K’arvo hajonta
-jasen n  RLU/CO (SD) (%CV) (SD) (%CV) (SD) (%CV) (SD) (%CV)
1 54  0,0974 0,0104 10,6818 | 0,0017 1,7328 0,0275 28,2556 0,0275 28,1978
2 54  0,0967 0,0111 11,5031 0,0015 1,5618 0,0338 34,9362 0,0342 35,4230
3 54  3,2335 0,1502 4,6462 0,0356 1,0997 0,3520 10,8869 0,3866 11,9551
4 54  3,8407 0,2078 5,4092 0,0525 1,3671 0,3401 8,8541 0,3487 9,0802
5 54 16,1676 1,0507 6,4986 0,1122 0,6940 2,1788 13,4766 2,1437 13,2589
6 54 18,0704 1,0539 5,8321 0,3456 1,9124 2,3701 13,1158 2,3316 12,9027

Naiden data-analyysien tarkoituksia varten kaikki RLU/CO-arvot, jotka jaivat epamaaraisen alueen rajoihin tai ylittivat
arvon 2,5, tulkittiin positiivisiksi. QIAGEN -yhtid suoritti lisatutkimuksen tavoitteena selvittaa digene HC2 GC-ID DNA Test
-kokeen kokonaistarkkuus DML 2000 -laitteistoa kaytettdessa. Kuusijaseninen tarkkuuspaneeli valmisteltiin simuloiduista
kliinisista naytteistda koostuvalle paneelille, jossa oli viljeltyja epiteelisoluja digene STM-naytteenkuljetusaineeseen
suspendoituina. Itse naytteet koostuivat kahdesta negatiivisesta naytteesta, kahdesta alhaisen positiivisuuden naytteesta
ja kahdesta keskitason positiivisesta ndytteesta, ja kaikki sisalsivat harjan naytteenottovalineena. Kunkin paneelin testasi
kaksi laboratorioteknikkoa kolmena toistona, kaksi paneelia per levy, 5 paivan kuluessa. Tuore denaturoitu paneeli otettiin
kayttéon kullekin levylle. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen kokonaistarkkuustulokset kaikilta viideltd paivaltd on
esitetty taulukossa 14. Vaikka se ei naistad taulukoista kaykaan ilmi, tuloksien kvalitatiivinen tulkinta oli 100 %:sesti
yhtapitava odotettujen tulosten kanssa (120/120; 96,97-100 % 95 %:n luotett.vali), kun RLU/CO = 1,0.

Taulukko 14. Kokonaistarkkuus digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen osalta.
Paneeli- Kesk. Kesk Kesk
jasen n RLU/CO SD CV% -2xSD  +2xSD
120 0,11 0,0361 32,28 0,04 0,18
120 0,11 0,0283 26,45 0,05 0,16
120 3,03 0,3212 10,62 2,38 3,67
120 4,06 0,4151 10,23 3,23 4,89
120 14,41 2,2239 15,44 9,96 18,85
120 13,34 1,7298 12,97 9,88 16,80

OB WN -

PRESERVCYT-NAYTTEIDEN TARKKUUS

PreservCyt-liuosnaytteita testattaessa suoritettiin monikeskustutkimus karakterisoimaan analyysin laboratoriokohtainen ja
paivakohtainen tarkkuus. Kaksi QIAGEN n ulkopuolista kohdetta testasi kaksitoistajasenisen PreservCyt-liuokseen
kerattyjen simuloitujen potilasnaytteiden paneelin. Kukin laboratorio testasi paneelin kolmena toistona kahdesti paivassa
kolmen paivan ajan kayttden saman valmistajan samaa reagenssieraa. Simuloitujen PreservCyt-liuosnaytteiden
kaksitoistajaseninen paneeli preparoitiin eri GC (auksotyyppi 22; ATCC 27631) -maarilla, ja niilla saatiin taulukossa 15
esitettava paneeli:

Taulukko 15. Simuloitujen PreservCyt-liuosnaytteiden tarkkuuspaneeli digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeelle.

Kokonais- . Odotetun digene HC2 Keskimaar.
” Paneeli-jasenet*® GC ID DNA Test -
nayte kokeen tulos RLU/CO
A 1P, 2P, 7P, 8P Alh. GC-positiivinen ~5
B 3P, 4P, 9P, 10P Keskiv. GC-positiivinen ~10
C 5N, 11N Negatiivinen ~0,20
D 6N, 12N Negatiivinen ~0,20

*Naytteen tunniste osoittaa tunnetun Neisseria gonorrhoeae -statuksen [positiivinen (P) tai negatiivinen (N)].

Data-analyysia varten samasta kokonaisnaytteesta peraisin olevat paneelijdsenet yhdistettiin.
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Taulukko 16. Kvalitatiiviset tulokset kokonaisnaytteen mukaan — digene HC2 GC-ID DNA Test -koemenetelma.

Kokonaisndytekokoe GC-posit. Epamaar. Negat. .
Ima n (%) n (%) n (%) Yhteensa
Negatiivinen
0(0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
(5N, 11N)
Negatiivinen
0(0,0) 0(0,0) 108 (100) 108
(6N, 12N)
Negatiivisia
yhteensa 0(0,0) 0(0,0) 216 (100) 216
Alh. posit.
216 (100) 0(0,0) 0(0,0) 216
(1P, 2P, 7P, 8P)
Keskiv. posit.
216 (100) 0(0,0) 0(0,0) 216
(3P, 4P, 9P, 10P)
Yhteensa positiivisia 432 (100) 0(0,0) 0(0,0) 432

Taulukko 17. Tarkkuuden keskihajonta (SD) ja variaatiokerroin (CV) laboratorion ja paivan mukaan: digene HC2 GC-ID
DNA Test -koe PreservCyt-liuoksessa

. . Ajojen Paiva- " oo
vae | N |Kem ket | el | ot KGRl Kestel | vy
)| keskihaj. | keskihaj. I |y
Negatiivinen
108 | 0,201 0,037 0,019 0 0,032 0,052 25,9
(5N, 11N)
Negatiivinen
108 | 0,198 0,055 0,016 0,019 0,021 0,064 32,3
(6N, 12N)
GC keskiv. positiiv.
216 | 7,981 0,906 1,203 0 0,243 1,526 19,1
(3P, 4P, 9P, 10P)
GC alh. positiiv.
216 | 4,648 0,675 0,478 0,308 0 0,883 19,0
(1P, 2P 7P, 8P)

*Negatiiviset variaatioluvut oli asetettu nollaksi.

ANALYYTTINEN HERKKYYS

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen analyyttinen herkkyys (detekointirajat) maaritettin testaamalla suoraan
laimennussarja naytepaneelille, joka kasitti Neisseria gonorrhoeaen 114 erillista isolaattia. Mainitut 114 isolaattia edustivat
13 auksotyyppid, 5 serovaria, 10 antibiooteille resistenttia kantaa, 6 plasmiditonta kantaa ja 2 ominaisuuksiltaan
tunnistamatonta isolaattia, jotka oli todettu diskordanteiksi monikeskustutkimuksessa. Kunkin isolaatin 4 pisteen
laimennussarjat testattiin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella, jotta voitiin maarittaa testin detekointirajat. Kunkin
Neisserria auksotyypin detekointiraja on esitetty yhteenvetona taulukossa 18. Annettu detekointirajan alue oli kunkin
sellaisen auksotyypin laimennus, joka havaittiin analyysin epamaaraisen alueen 1,0-2,5 RLU/CO rajoissa tai hyvin lahella
sita.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen analyyttinen herkkyys vaihteli valilla 25-50.000 pesakeyksikk6a/analyysi testatuille
114 Neisseria-isolaatille, mukaan lukien auksotyypit, serovarit, plasmidittomat ja antibiooteille resistentit kannat. Vain
yhdelle kuudesta testatusta plasmidittomasta kannasta ja yhdelle viidestd Neisseria gonorrhoeae 1A-5 -serovarista
havaittin arvoksi 50.000 pesakeyksikkda/analyysi; yhtdan muista 112 isolaatista ei havaittu yli 5000
pesakeyksikk6a/analyysi pitoisuuksilla. Keskimaarainen detekointiraja kaikille 114 isolaatille vaihteli valilla 974-2887
pesakeyksikkéa/analyysi, kun otetaan huomioon isolaattilaimennokset, jotka jaivat seka analyysin epamaaraisen alueen
rajoihin ja yli 2,5 RLU/CO. Kaiken kaikkiaan keskimaarainen detekointiraja oli 1931 pesakeyksikkda/analyysi (3,8 x 10*
pesakeyksikkéa/ml). Kliiniset naytteet, joiden sisaltdmat organismit ovat detekointirajalla tai sen lahelld, voidaan joutua
testaamaan uudelleen vaihtoehtoisella koemenetelmalld potilaan uudella naytteelld, kuten naiden kayttdohjeiden
kohdassa Naytetulosten tulkinta on esitetty.
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Taulukko 18. Yhteenveto GC-auksotyyppien, serovarien, plasmidittomien ja antibiooteille resistenttien kantojen
herkkyyden detekointirajoista.

Havaittava pitoisuus

Auksotyyppi pesékeyks./ml pesékeyks./analyysi
N. gonorrhoeae Auxotype 1 1000 50
N. gonorrhoeae Auxotype 12 500-5000 25-250
N. gonorrhoeae Auxotype 16 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae Auxotype 22 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae Auxotype 5 500-5000 25-250
N. gonorrhoeae Auxotype 9 5x10* 2500
N. gonorrhoeae Auxotype AHU (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae Auxotype Arg (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae Auxotype AU (viisi isolaattia) 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae Auxotype PAU (viisi isolaattia) 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Auxotype Pro (viisi isolaattia) 10*-10° 500-500
N. gonorrhoeae Auxotype Proto (viisi isolaattia) 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae Siprofloksasiinille intermediaatti (Cipl) (viisi isolaattia) ~ 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Siprofloksasiinille resistantti (Cip R) (nelja isolaattia) 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae CMRNG (viisi isolaattia) 10*-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Muu-5423 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Muu-5658 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae PenR (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae PenR (viisi isolaattia) 10°-10° 50-50,000
N. gonorrhoeae Plasmidittomat kannat (kuusi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae PPNG 3.05 (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae PPNG 3.2 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae PPNG 4.4 (nelj4 isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae Serovar | A-1 tai IA-2 (viisi isolaattia) 10*-10° 500-50000
N. gonorrhoeae Serovar | A-5 (nelja isolaattia) 10°-10* 50-500
N. gonorrhoeae Serovar | B-1 (viisi isolaattia) 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Serovar | B-4 tai IB-15 (viisi isolaattia) 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae Spektinomysiinille resistentti (SpecR) 10° 5000
N. gonorrhoeae TetR (viisi isolaattia) 10°-10° 50-5000
N. gonorrhoeae TRNG amerikkal. (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae TRNG Holl. (viisi isolaattia) 10*-10° 500-5000
N. gonorrhoeae Tyyppi Kanta 500-5000 25-250

PRESERVCYT-NAYTTEIDEN MUITA TIETOJA

Edellisessa luvussa esitettyja STM:n detekointirajatutkimuksia ei toistettu PreservCyt-liuosnaytteilld, koska kokeen
analyyttisen herkkyyden odotetaan olevan riippumaton joko STM- tai PreservCyt-liuosnaytteen tyypista, etenkin koska
PreservCyt-liuosnaytteet kayvat [api konversiomenetelman (ks. lisdtietoja digene HC2 néaytteensekoitussarjan
kayttdohjeista), joka tekee PreservCyt-liuosnaytteistd STM-naytteiden koostumusta vastaavan ennen niiden kayttda
digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa.

Koska PreservCyt-liuosnaytteet kuitenkin sentrifugoidaan konversiovaiheessa, oli valttdmaténta evaluoida sentrifugoinnin
mahdollinen vaikutus digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen analyyttiseen herkkyyteen. Sentrifugoinnin mahdollista
vaikutusta analyyttiseen herkkyyteen arvioitiin preparoimalla kahdeksankymmenta kahdeksan (88) paria Neisseria
gonorrhoeae DNA -negatiivisia STM- ja PreservCyt-liuosnaytteitd vastaavilla Neisseria gonorrhoeae (plasmiditon kanta
NRL 33151) -organismimaarilla. Nayteparit testattiin ja analyyttinen herkkyys arvioitiin vertaamalla saatuja keskimaaraisia
RLU/CO-arvoja [(PreservCyt:STM) x 100].
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Taulukko 19. Analyyttisen herkkyyden vertailu — digene HC2 GC-ID DNA Test -koe — PreservCyt-
liuos- (PC) ja STM-nayteparit.

digene HC2 GC-ID DNA Test -koe PC:STM
STM PreservCyt RLU/CO
Naytteiden Ikm. 88 88 -
Kesk. RLU/CO 3,97 4,91 1,24
Mediaani RLU/CO 4,01 4,93 1,23
Keskihajonta 0,34 1,00 -
Min. RLU/CO 3,06 2,30 -
Maks. RLU/CO 4,77 7,10 -

Lisatutkimus antoi samanlaisen vertailun simuloiduista potilasnaytepareista. PreservCyt-liuokseen keratyt potilasnaytteet
saatiin QIAGEN ulkopuolisesta kohteesta ja seulottiin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa positiivisten naytteiden
identifioimiseksi. Nama positiiviset potilasnaytteet yhdistettiin sitten tuottamaan yhteensd kymmenen konsentroitua
PreservCyt-ndytekokoelmaa. Naistd kokoelmista preparoitin ja prosessoitin kaksi alikvoottia muodostamaan
solupelletteja. Solupelletit resuspendoitiin fosfaattipuskurisuolaliuoksessa (PBS). Alikvootti A preparoitiin lisddmalla
resuspendoitu pelletti STM-nadytteenkuljetusaineeseen ja alikvootti B preparoitiin lisddmalld resuspendoitu pelletti
PreservCyt:iin. Molemmat alikvootit testattiin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella. Tulokset olivat seuraavat:

Taulukko 20. Analyyttisen herkkyyden vertailu — digene HC2 GC-ID DNA Test -koe — Potilaiden
simuloidut (kootut) PreservCyt-liuos- (PC) ja STM-nayteparit.

digene HC2 GC-ID DNA Test -koe | PC: STM
STM PreservCyt RLU/CO
Naytteiden lkm 10 10 -
Kesk. RLU/CO 4,80 4,32 0,90
Mediaani RLU/CO 2,66 2,47 0,93
Keskihajonta 5,44 5,08 -
Min. RLU/CO 1,16 1,02 -
Maks. RLU/CO 18,97 17,26 -
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ANALYYTTINEN SPESIFISYYS

Joukko bakteereita, viruksia, plasmideja ja ihmisen soluainesta ja verituotteita, joita on mahdollista tavata naisen
anogenitaalisessa kanavassa, testattiin tavoitteena selvittda tapahtuuko ristiinreaktiivisuutta digene HC2 GC-ID DNA Test
-kokeen kanssa. Kaikki mikro-organismit testattiin 10° ja 10" konsentraatioissa tai pesakeyksikkoina/ml  seka
mahdollisuuksien mukaan myds konsentraatiossa 10° organismia tai pesakeyksikkodina/ml, ellei oheisessa asetelmassa
toisin mainita. Virusten ja plasmidien puhdistettua DNA:ta testattiin eri konsentraatioissa oheisen asetelman mukaisesti.

Seuraavassa on luettelo testatuista bakteereista.

Acinetobacter anitratus
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter lwoffi
Achromobacter xerosis
Actinomyces israelii
Alcaligenes faecalis

Bacillus subtilus

Bacteroides fragilis
Bacteroides melaninogenicus
Branhamella catarrhalis (kuusi isolaatia)
Candida albicans

Candida glabrata

Chlamydia pneumoniae °
Chlamydia psittaci * (2 kantaa)
Chlamydia trachomatis ° (serovarit B, Ba, E, J, L3) °
Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli (kliininen isolaatti) f
Escherichia coli (HB101) '
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis

Gemella heamolysans
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Kingella denitrificans ¢
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Mobiluncus curtisii

Mobiluncus mulieris

Moraxella lacunata
Mycoplasma hominis
Mycoplasma hyorhinis

Neisseria caviae (kaksi isolaattia) ©

Neisseria cuniculi (kolme isolaattia) f

Neisseria cinera (kuusi isolaattia)

Neisseria flavescens (nelja isolaattia)
Neisseria-laji ¢ *

Neisseria lactamica (kuusi isolaattia) °
Neisseria meningitidis (Group A, B, C, W135, Y)
Neisseria mucosa (kuusi isolaattia) d

Neisseria polysaccharea

Neisseria sicca (kuusi isolaattia)

Neisseria subflava

Neisseria subflava biovar flava (viisi isolaattia)
Neisseria subflava biovar perflava (nelja isolaattia) n
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus asaccharalyicus
Peptostreptococcus productus
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa ®
Salmonella minnesota

Salmonella typhimurium

Serratia marcescens
Staphylococcus aureus (ProtA +)
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae (ryhma B)
Streptococcus pyogenes (ryhma A)
Streptomyces griseus

Treponema pallidum
Trichomonas vaginalis '
Ureaplasma urealyticum

Testatut konsentraatiot (organismeja/ml tai pesdkeyksikkdja/ml Neisseria-lajeille):

25x10% 5x 107, 5x 108, 8 x 104, 8 x 10°, 8 x 108, 9 x 104, 9 x 109, 9 x 108
b2 x 105 2x 107 ja 2 x 108

©1x105 1x107ja1x 108

45x 109, 5x107, 5x 108

e1,1x10% 1,1x 107, 1,1 x 10°

79,7 x 105, 9,7 x 108, 9,7 x 108

92x107,2x 108 ja 2 x 10°

"4,8 x 104, 4,8 x 106, 4,8 x 108

1x10° ja1x10°

T Seka E. coli -kanta, jota kaytettiin plasmidien kasvattamiseen (HB101) ja E. colin kliininen isolaatti testattiin.

*ATCC Neisseria -kanta, jolla on seka Neisseria gonorrhoeaen ettad Neisseria meningitidisin piirteitd (ATCC #43831).
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Kaikki muut urogenitaalisen kanavan bakteerit kuin Neisseria gonorrhoeae ja kolme kommensaalista Neisseria-kantaa ja
Chlamydia psittaci, olivat negatiivisia digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa. Chlamydia psittaci- ja Neisseria lactamica -
bakteereilla havaittiin vain kohtalaista ristiinreaktiivisuutta, joka voitaisiin tulkita presumptiivisesti positiiviseksi. Tallaisen
ristiinreaktiivisuuden ei tulisi vaikuttaa urogenitaalisilla naytteilla tehtavan digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tuloksiin.
Jonkin verran ristiinreaktiivisuutta osoittaneet organismit:

Konsentraatiot, joilla

Tulkinta ristiinreaktiivisuutta havaittiin
Chlamydia psittaci (yksi isolaatti kahdesta) Presumptiivisesti positiivinen* 1x 1070rganismia/ml
Neisseria lactamica (yksi isolaatti kuudesta) Presumptiivisesti positiivinen* 1x 109 pesékeyksikkda/ml
Neisseria meningitidis (ryhma Y, yksi isolaatti kahdesta) Positiivinen 1 x 10" pesakeyksikkoa/ml
Neisseria mucosa (yksi isolaatti kuudesta) Positiivinen 5 x 10° pesakeyksikkoa/ml

* RLU/CO jai analyysin epamaaraisen alueen rajoihin 1,00-2,50.

Neisserian kolme kommensaalista kantaa, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis ja Neisseria mucosa, ovat
paaasiallisesti  |0ydettdvissd nenanielusta ja ylahengitysteistd. Ne ovat vain  harvoin isoloitavissa
urogenitaalijarjestelmastd.'*  Ristiin reagoivan ryhman Y Neisseria meningitidis -isolaatin todettin olevan
lipopolysakkaridisesti ei-tyypiteltavissa, ja sitd tavataan vain harvoin yleispopulaatiossa. Chlamydia psittaci on
todettavissa joidenkin henkildiden iholta, jotka tydssaan kasittelevat siipikarjaa, mutta tatd organismia ei ole detekoitu
anogenitaalisessa kanavassa.'®

Lisaksi tietyn kannan kaikki isolaatit eivat olleet ristiinreaktiivisia digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa, mikd vahentaa
todennakdisyytta, ettd kliiniselld naytteelld saadaan vaara positiivinen tulos, jos ko. kantaa on naytteessa. Esim. viisi
testatuista kuudesta Neisseria lactamica tai Neisseria mucosa -isolaatista osoittautui digene HC2 GC-ID DNA Test -
kokeessa negatiivisiksi, ja samoin kavi yhdelle kahdesta Chlamydia psittaci -kannasta. Siten ei ole odotettua, etta digene
HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa kolmella kommensaalisella Neisseria-kannalla ja Chlamydia psittaci -kannalla havaittu
ristiinreaktiivisuus aiheuttaisi vaaran kliinisen tulkinnan positiivisesta tuloksesta testattaessa anogenitaalisia naytteita.

Testatut virusperaiset DNA:t, plasmidiperaiset DNA:t ja ihmisen soluaines tai verituotteet seka testatut konsentraatiot:

Sytomegalovirus® Ihmisen papilloomavirus, tyyppi 6 1
Epstein Barr -virus® Ihmisen papilloomavirus, tyyppi 11"
HBs—hepatiittiantigeeni, positiivinen seerumi® Ihmisen papilloomavirus, tyyppi 16'
Herpes Simplex | Ihmisen papilloomavirus, tyyppi 18

Herpes Simplex I pBR322
Immuunikatovirus (HIV)>® sv40'

Ihmisen genominen DNA® PGEM®3Z
Ihmisen istukan DNA® PGEM®3Zf(-)
Ihmisen kokoveri" Ihmisen epiteelisolut*

Testatut konsentraatiot:

Z 1x 102, 1x 10; 1x 102 virusperaisia kappaleita/m|
1x10,1x10,1x10 virusperaisia kappaleita/ml

©2,9x10% 1,1 x 10° virusperaisia kappaleita/ml

Z 6,1 x 102, 2,4 x 102 virusperaisia kappaleita/ml
2,7x10°, 1,1 x 10" kopioita/ml

71,1 x 108, 4,6 x 10° virusperaisia kappaleita/ml

ﬁ 2x10°% 2 x 107, 2 x 10° virusperaisia kappaleita/ ml

5%, 10 %, 50 % _

'2,1x10, 8,3x 10 kopioita/ml

Jk1 ng/mé, 4 ng/rrzl ,
1x10,1x10,1x10 soluja/ml
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Tutkituista viruksista mikadan ei demonstroinut ristiinreaktiivisuutta digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa.
Ristiinreaktiivisuutta havaittiin kuitenkin plasmideilla pBR322, pGEM® 3Z ja pGEM® 3Zf(-). Kaikki muut testatut DNA-
preparoinnit, myds ihmisen DNA, osoittautuivat negatiivisiksi. Inmisen veresta ja epiteelisoluista koostuvat naytteet eivat
osoittautuneet ristiinreaktiivisiksi digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa. Ristiinreaktiivisuus pBR322:n ja digene HC2
GC-ID DNA Test -kokeen vélilla ei ole odottamatonta GC-koettimen kehittdmistavasta johtuen. Homologisten pBR322-
sekvenssien olemassaolo on todettu ihmisen sukupuolielimista otetuissa naytteissa ja vaaria positiivisia tuloksia voi ilmeta
tilanteissa, joissa mukana on suuria maarid bakteeriperdistd plasmidiainesta. Yhdysvalloissa suoritetussa
monikeskustutkimuksessa 103 testatusta naytteesta, jotka havaittiin Neisseria gonorrhoeae —positiivisiksi digene HC2
GC-ID DNA Test -kokeessa, ei kuitenkaan identifioitu yhtdan vaaraa positiivista naytettd ristiinreaktiivisten pBR322-
sekvenssien tahden. Siten ristiinreaktiivisuuden aiheuttamien vaarien positiivisten tulosten todennakdisyys digene HC2
GC-ID DNA Test -kokeen kliinisissa naytteissd homologisten pBR322-sekvenssien tdhden nayttaisi alhaiselta. Vaikka
digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella on kyky reagoida ristin Chlamydia psittaci-, pBR322-, pGEM ja useiden
kommensaalisten Neisseria-lajien kanssa, todennakoisyys sille, ettd nama organismit vaikuttaisivat kokeen tulkintaan, on
vahainen, kuten monikeskustutkimuksen tulokset osoittavat.

KOETTIMIEN VASTAAVUUS KOKONAISPLASMIDI- JA GENOMIPERAISEN DNA:N KANSSA

Genomiset koettimet ovat homologisia noin 0,5 %:n kanssa Neisseria gonorrhoeae -genomista. Seuraavassa on kunkin
koettimen digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen erittely:

Koetin Tyyppi ssljzﬁi:\ﬁﬁe%nk?ti(:) gen;/r:wista
pGC1 Genominen 6400 0,34 %
pGC2 3300 0,17 %
9700 (yhteensa) 0,51%
pGC3 Kryptinen plasmidi 4200 Ei koske*

*Tama edustaa koettimen koko sekvenssia.

VEREN JA MUIDEN AINEIDEN VAIKUTUS STM-NAYTTEISIIN

Veren ja muiden potentiaalisesti hairi6td aiheuttaviksi maaritettyjen aineiden vaikutukset evaluoitiin digene HC2 GC-ID
DNA Test -kokeella. Kokoverta ja erastd kaupallista merkkid edustavaa alapesuainetta, siententorjuntavoidetta ja
ehkaisyhyytel6a (joita kaikkia tyypillisesti tavataan kohdunkaulanaytteistd) lisattiin positiivisiin naytteisiin (kliinisiin
naytekokoelmiin) konsentraatioina, joita voidaan tavata kohdunkaulanaytteistd (ks. taulukko 21). Vaaria positiivisia
tuloksia ei havaittu yhdenkddn em. aineen yhteydessd missdan konsentraatiossa. Tutkimus, joka kohdistettiin
maarittelemattémiin  aineisiin, joita tavattin 100 negatiivisen kliinisen naytteen populaatiossa, osoitti, etta
maarittelemattomat aineet eivat estaneet positiivista signaalia kehittymastd digene HC2 CT/GC DNA Test -kokeessa
verrattuna signaaliin, joka kehittyy testattaessa GC-organismeja STM-naytteenkuljetusaineessa.

Taulukko 21. Hairitsevien aineiden vaikutus koetuloksiin.
digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tulos

Kootut kliiniset naytteet Naytteenkuljetusaine
Hairitseva Negatiivinen Positiivinen* Positiivinen*
aine Kons. RLU/CO Havaittu RLU/CO Havaittu RLU/CO Havaittu
(kEAgL‘jli) 0,15 Ei koske 3,41 Ei koske 2,70 Ei koske
Veri 1% 0,21 +37 % 3,17 7% 3,21 +19 %
5% 0,19 +22 % 3,11 -9 % 3,05 +13 %
Alapesuaine 1% 0,21 +37 % 3,48 +2 % 2,80 +4 %
5% 0,18 +20 % 3,47 +2 % 3,20 +18 %
Siententor-
juntavoide 1% 0,19 +20 % 3,60 +5 % 2,95 +9 %
5% 0,20 +30 % 3,52 +3 % 3,09 +14 %
i@@?‘eﬁg 1% 0,08 54.% 318 7% 2,98 +10 %
5% 0,08 -54% 3,24 +5% 3,10 +15 %

*Terastetty auksotyypin 1 Neisseria gonorrhoeae -organismilla (10° pesakeyksikkda/ml).
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VEREN JA MUIDEN AINEIDEN VAIKUTUS PRESERVCYT-NAYTTEISIIN

Edellisessa luvussa STM-naytteille esitettyja, tiettyjen hairitsevien aineiden evaluointeja ei tehty PreservCyt-liuosnaytteilla.
PreservCyt-liuosnaytteiden hairiintymisprofiilien ei kuitenkaan odoteta eroavan STM-naytteiden profiileista, koska
endoservikaalinen naytteenottokohta on anatomisesti tdsmalleen sama sekad PreservCyt-liuosnaytteille ettd STM-naytteille
ja koska PreservCyt-liuosnayte kay lapi konversiovaiheen (kuten digene HC2 -naytteenottosarjan kayttdohjeissa on
esitetty), mika tekee sen koostumuksesta verrannollisen STM-naytteen kanssa.

PreservCyt-liuosnaytteisiin on voinut jaada erittdin pienia maarid naytteen konversiopuskuria (SCB)1. Siksi digene HC2
GC-ID DNA Test -kokeen analyyttisen suorituskyvyn verifioimiseksi tehtiin analyyttinen tutkimus eri SCB-maarilla. Eri
konsentraatioita plasmidiperaista GC DNA:ta preparoitiin naytteenkuljetusaineeseen. Naytteisiin lisattiin sitten ylimaaraisia
tilavuuksia SCB:ta, ja kustakin naytteesta testattiin kolme alikvoottia keskimaaraisen RLU/CO-arvon maarittdmiseksi
kullekin naytteelle kaytettdessa joko PreservCyt-liuosta tai SCB:ta. Vaaria positiivisia tai vaarid negatiivisia tuloksia ei
saatu vertailtaessa naitd kunkin naytteen keskimaaraisia RLU/CO-arvoja kunkin STM-kontrollindytteen keskimaaraisiin
RLU/CO-arvoihin.

digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOKEEN RAJA-ARVON TARKKUUS STM-NAYTTEENKULJETUSAINEESEEN
KERATYILLA KLIINISILLA NAYTTEILLA

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen toistettavuus STM-naytteenkuljetusaineeseen keratyillda naytteillda maaritettiin
tutkimuksessa, joka kasitti 30 kliinistd kokoelmaa (15 positiivista ja 15 negatiivista naytettd). Kokoelmat preparoitiin
yhdistdmalla aiemmin denaturoituja ja testattuja, kohdunkaulaharjalla otettuja ja STM-naytteenkuljetusaineeseen kerattyja
naytteitd. Naytteet testattiin neljan replikaatteina kunakin viitend paivana, jolloin saatiin 20 replikaattia naytettd kohti.
Naytteet testattiin digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella. Keskim. RLU/CO-arvo, 95 %:n luotettavuusvali (95% CI) seka
positiivisten tulosten prosentuaalinen osuus laskettiin kullekin naytteelle viiden paivan ajalta. Tulokset on esitetty
taulukossa 23.

Taulukko 22. Keskim. RLU/CO, luotettavuusvalit seka digene HC2 GC-ID DNA Test -
kokeen positiivisten tulosten prosentuaalinen osuus (laskeva jarjestys
keskim. RLU/CO-tulosten mukaan).

Nro RLU/CO 95 %:n luotett.v. % Positiivinen
1 1,92 1,31-2,00 100 (20/20)
2 1,22 1,16-1,29 100 (20/20)
3 1,21 1,16-1,25 100 (20/20)
4 1,21 1,16-1,25 90 (18/20)
5 1,17 1,03-1,28 100 (20/20)
6 1,14 1,09-1,18 90 (18/20)
7 1,08 1,04-1,12 80 (16/20)
8 1,05 1,00-1,09 70 (14/20)
9 1,05 1,01-1,09 70 (14/20)
10 1,02 0,98-1,06 65 (13/20)
11 1,00 0,96-1,03 65 (13/20)
12 1,00 0,97-1,03 45 (9/20)
13 1,00 0,96-1,03 40 (8/20)
14 0,98 0,95-1,02 45 (9/20)
15 0,91 0,89-0,94 10 (2/20)
16 0,90 0,87-0,92 0 (0/20)
17 0,87 0,84-0,91 5 (1/20)
18 0,86 0,83-0,89 0 (0/20)
19 0,84 0,82-0,85 0 (0/20)
20 0,82 0,79-0,85 0 (0/20)
21 0,79 0,75-0,82 0 (0/20)
22 0,77 0,78-0,80 0 (0/20)
23 0,76 0,74-0,79 0 (0/20)
24 0,75 0,78-0,79 0 (0/20)
25 0,73 0,70-0,75 0 (0/20)
26 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
27 0,56 0,54-0,59 0 (0/20)
28 0,56 0,53-0,59 0 (0/20)
29 0,54 0,52-0,56 0 (0/20)
30 0,12 0,11-0,13 0 (0/20)

! Naytteensekoituspuskuri on puskuriliuos, jossa on eosiini Y:té ja 0,05 % (w/v) natriumatsidia, joka on tarpeen PC-naytteen sekoittamiseen. Ks.
lisatietoja QIAGEN digene HC2 -naytteenkonversiosarjan kayttdohjeista.
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Naytteet, joiden keskimaarainen RLU/CO oli vahintdan 20 % raja-arvon ylapuolella, olivat positiivisia tai presumptiivisesti
positiivisia 97 % ajasta ja naytteet, joiden keskimaarainen RLU/CO oli vahintddn 20 % raja-arvon alapuolella, olivat
negatiivisia 100 % ajasta. Nama tulokset osoittavat, ettd naytteiden, joiden suhdeluku oli vahintdan 20 % raja-arvon
ulkopuolella, voidaan odottaa antavat yhtenaisia tuloksia digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeessa.

Naytteet, joiden arvot olivat 1ahelld analyysin raja-arvoa, olivat enimmakseen positiivisia tai negatiivisia. Naytteet, joiden
arvot olivat enintdan 20 % raja-arvon ylapuolella, olivat positiivisia tai presumptiivisesti positiivisia 69,4 % ajasta. Naytteet,
joiden arvo oli enintdan 20 % raja-arvon alapuolella, olivat negatiivisia 91,4 % ajasta.

Nama tulokset osoittavat, etta digene HC2 GC-ID DNA Test -koe tuottaa toistettavia tuloksia STM-
naytteenkuljetusaineeseen keratyilla kliinisilla naytteilla, joiden RLU/CO-arvot ovat enintaén 20 % analyysin raja-arvojen
ulkopuolella.

HISTORIATIETOA

Historiassa Dynex Model MLX -luminometrida kaytettin DML 2000 -laitteen rinnalla tuottamaan dataa ja maarittdmaan
digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen suoritusarvot. MLX-luminometri ei enda ole markkinoilla ja vain DML 2000:aa
kaytetdan edelleen tulosten tuottamisessa. Seuraavassa esitettavat tiedot kerattiin kliinisestd monikeskustutkimuksesta,
jossa haluttin maarittda positiivisen kalibraattorin ja negatiivisen kalibraattorin toistettavuus. Mainitut tiedot esitetdan
ohessa historiatietoina.

Positiivisen kalibraattorin ja negatiivisen kalibraattorin toistettavuuden maarittdmiseksi ja sen taajuuden arvioimiseksi, jolla
manuaalisia uudelleenlaskentoja voidaan tarvita, 79 analyysia kasittdvien kliinisten arviointien tulokset kaytettdessa
digene HC2 GC-ID DNA Test -koetta koottiin yhteen (ks. taulukko 23). Saadut tulokset osoittivat, ettd naiden 79 analyysin
keskimaarainen %CV oli 5,79%, ja mihinkdan analyysiin ei liittynyt yli 150 RLU-yksikdbn menevaa keskimaaraista
negatiivista kalibraattoriarvoa. Kun otetaan huomioon positiivisen kalibraattorin kaikki 3 replikaattia analyysia kohti, Yli 20
% CV menevaa positiivisen kalibraattorin toistettavuutta todettiin vain yhdessa analyysissé kaikkiaan suoritetuista 79
analyysista

(1,3 %) ja lasketusta %CV:sta. Uudelleenlaskennan jalkeen analyysin % CV oli edelleen alle 15 % osoittaen, ettad kaikki
analyysit olivat valideja.

Taulukko 23. Positiivisen kalibraattorin ja negatiivisen kalibraattorin suorituskyky. Yhdistetyt tiedot
monikeskustutkimuksesta ja tarkkuustutkimuksesta. (n = 79 analyysia)

Laskennall. k.arvon Keskim.
k.arvo (RLU) Laskennalliset %CV:t
S/N- Korjattu Korjattu
Anal.  suhdeluk. Kalibraattorin Kolme poikkeavat Kolme poikkeavat
Laite Ikm keskiarvo tyyppi replikaattia huomioiden replikaattia huomioiden
DML2000 9 7,71 Negatiivinen 40,300 34,470 18,960 12,240
Positiivinen 292,370 292,370 6,670 6,670
MLX* 70 4,52 Negatiivinen 0,076 0,070 13,830 12,360
Positiivinen 0,292 0,292 5,674 5,674

*Laite ei ole enaa markkinoilla.

STM- JA PRESERVCYT-LIUOSNAYTTEIDEN VASTAAVUUSTIEDOT

STM- ja PreservCyt-liuosnaytteiden vastaavuutta tutkittin 1252:n kohdunkaulanayteparin kliinisessa evaluoinnissa.
Preservcyt-liuosnayte prosessoitiin digene HC2-naytteenkonversiosarjan kayttdohjeiden mukaisesti ja testattin STM-
nayteparin kanssa digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeella. Taman evaluoinnin tulokset on esitetty taulukossa 24.
Kliininen  suorituskyky testattin  kayttamalla jaanndstilavuudeltaan yli 6,5 ml PreservCyt-liuosnaytteita.
Jaannostilavuudeltaan 4,0-6,5 ml naytteiden testaus on validoitava laboratoriossa.
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Taulukko 24. Yhteenveto digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen yhtapitavyyden tilastotiedoista kohdunkaulanaytepareille,

otka on keratty STM- ja PreservCyt-liuokseen.
Positiivinen Negatiivinen Kokonais-

Kohortti Kappa yhtapitavyys yhtapitavyys yhtapitavyys

95 %:n luotett.v. (n/N) (n/N) (n/N)

95 %:n luotett.v. 95 %:n luotett.v. 95 %:n luotett.v.

Epamar. al. tiedot 0,96 98,00 99,75 99,68
o I'éttu (49/50) (1181/1184) (1230/1234)
poissul 0,92; 0,99 89,35; 99,95 99,26; 99,95 99,17; 99,91

Ep&maar. alueen 0,93 91,80 99,75 99,36
Lusintatest -algoritmi* (56/61) (1188/1191) (1244/1252)
) 0,88; 0,98 81,90; 97,28 99,27; 99,95 98,74; 99,72

*Naytteet, joiden RLU/CO-arvo oli 1,0-2,5, testattiin uudelleen duplikaatteina. Naytteiden luokittelu maaritettiin sitten kayttden kahden
tai kolmen saantéa.

digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen toistettavuutta arvioitiin osana kliinistd arviointia tarkoituksena esittaa, ettd saatiin
vastaavat digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen tulokset, kun testattin 20 PreservCyt-liuosnaytteen paneelia kolmen
paivan ajan kolmessa laboratoriossa. Taman toistettavuustutkimuksen tulokset on esitetty taulukossa 25.

Taulukko 25. digene HC2 GC-ID DNA Test -kokeen prosentuaalinen yhtapitavyys kohteittain.

Tutkimuspaikka Havaitut vs. Odotetut % yhtapitavyys (95 % CI)
1 60/60 100 (94,04; 100)
2 60/60 100 (94,04; 100)
3 59/60 98,33 (91,06; 99,96)
Kaikki kohteet yhdistettyina 179/180 99,44 (96,94; 99,99)

*20 jasenta x 3 paivaa x 3 kohdetta.
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VIANETSINTAOPAS

HAVAINTO

MAHDOLLISET SYYT

RATKAISUT

Vaara vari tai ei
varinmuutosta
denaturoinnin
aikana.

Denaturointireagenssia ei lisatty tai
denaturointireagenssi valmistettu
virheellisesti.

1. Verifioi, ettd denaturointireagenssi sisaltaa osoitinvaria ja etta
se on variltddn tummanvioletti.

2. Verifioi, ettd denaturointireagenssia on lisatty naytteeseen
mittaamalla naytteen tilavuus (1,5 ml on oletustilavuus). Jos
tilavuusmittaus osoittaa, ettd denaturointireagenssia ei ole
lisatty, lisaa tarvittava maara, sekoita ja jatka analyysia, jos
toteat asianmukaisen varinmuutoksen.

Verinen nayte saattaa peittaa
varinmuutoksen.

Kuvattua tarkkaa varinmuutosta ei ole odotettavissa nailla
naytteilla, mutta sen ei valttamatta pitaisi vaikuttaa analyysin
tuloksiin.

Naytteen pH saattaa olla
epatavallisen hapan.

Nayte saattaa olla epatavallisen hapan, ja siksi odotettua
varinmuutosta ei tapahdu. Keraa uusi ndyte ennen etikkahapon
lisdamista kohdunkaulaan, koska naytteen virheellisella pH-
arvolla on haitallinen vaikutus testituloksiin.

Laaduntarkkailu-
kontrollit antavat
vaaria tuloksia

Testia varten on valittu vaara
ohjelmistoprotokolla

Jos testid varten kaytetty ohjelmistoprotokolla on vaara,
kuoppalevy on luettava uudelleen oikealla protokollalla 30
minuutin kuluttua detekointireagenssi 2:n lisdamisen jalkeen.

QC CT:n ja QC GC:n kaanteinen
sijainti

Testaa naytteet uudestaan.

Vaara varinmuutos
havaittu
hybridisaation

« Riittmaton koetinseoksen
sekoittaminen denaturoituihin
kalibraattoreihin, laatukontrolleihin

Ravista hybridisaatiokuoppalevya viela 2 minuuttia. Jos violetteja
tai harmaita kaivoja esiintyy edelleen, lisaa viela 25 pl
koetinseosta ja sekoita hyvin. Jos asianmukaista varinmuutosta

verifiointikriteereita
ei taytetty. Signaalia
ei havaittu positiiv.
kalibraattorissa,
laatukontrolleissa
eika naytteissa.

aikana. jaltai naytteisiin. ei tapahdu koettimen lisddmisen ja uudelleen sekoittamisen
) . jalkeen eika naytteessa ollut verta tai muita materiaaleja, testaa
« Koetinseosta ei lisatty. ndyte uudelleen.
« Virheellinen maara reagenssia
lisatty.
Verinen nayte saattaa peittaa Kuvattua tarkkaa varinmuutosta ei ole odotettavissa nailla
varinmuutoksen. naytteilld, mutta siita ei valttdmatta ole haittaa analyysin tuloksille.
Naytteessa oli < 1000 pl digene STM- | Tarkista alkuperaisen naytteen tilavuus. Sen tulee olla
naytteenkuljetusainetta. 1425 pl+20 pl (kun on poistettu 75 pl). Jos tilavuus < 1405 pl,
alkuperainen nayte sisalsi < 1000 yl STM-naytteenkuljetusainetta.
Hanki uusi nayte.
Analyysin Koetinlaimentimeen ei lisatty koetinta. | Valmista GC-koetinseos noudattaen naiden kayttdohjeiden
kalibroinnin sisaltamia ohjeita kohdassa Reagenssin valmistus ja sailytys.

Sekoita perusteellisesti. Varusta putki asianmukaisella
tunnistimella. Toista analyysi kayttamalla tuoretta koetinseosta.

Koetin kontaminoitunut RNase:lla
valmistuksen yhteydessa.

Kayta aerosolin estavia pipetinkarkia koettimen pipetointiin ja
puuterittomia kasineita. Laimenna koetin steriiliin astiaan. Kayta
vain puhtaita uusia kertakayttoisia reagenssialtaita.

Koetinseos ja koetinlaimennin
riittdmattomasti sekoittuneet.

Kun koetin on lisatty koetinlaimentimeen, sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla suurella nopeudella vahintaan 5 sekuntia.
Tuloksena taytyy olla nakyva pyorre.

Laimennettu koetin ja denaturoitu
nayte riittamattdmasti sekoittuneet.

Kun olet lisdnnyt koetinseoksen denaturoituun naytteeseen, peita
hybridisaatiokuoppalevy ja ravista tasoravistin I:1ld nopeudella
1100100 kierr./min 3+2 minuuttia, ks. kuvaus naiden
kayttdohjeiden kohdasta Testimenetelma, Hybridisaatio, vaihe 6.
Seuraa varinmuutoksen tapahtumista jokaisessa kaivossa
violetista keltaiseksi.

Vaara aika tai lampétila
hybridisaatiovaiheessa.

Hybridisoi 60+5 minuuttia [Ampétilassa 6512 °C, kuten kuvattu
naiden kayttdohjeiden kohdassa Testimenetelma, Hybridisaatio,
vaihe 7. Tarkista kuoppalevyn Idammitin I:n lampétila. Varmista,
ettd lammitin on asetettu lAmmittdmaan naytteet oikeaan
lampdtilaan ja etta se oli esikuumennettu 1 tunnin ajan ennen
kayttoa.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOE

kalibraattoreissa,
laatukontrolleissa
jaltai naytteissa
(2150 RLU:ta
monissa tai kaikissa
kaivoissa). Analyysi
saattaa olla
tayttamatta
validointikriteereita.

riittdmatdn denaturointireagenssin
sekoittuminen kalibraattoreihin,
laatukontrolleihin ja/tai naytteisiin.

« Riittamaton vesihauteen lampdtila
ja vedenpinnan korkeus.

HAVAINTO MAHDOLLISET SYYT RATKAISUT
Riittdmaton sekoittuminen Ravista 60+5 minuuttia tasoravistin 1:ssé@ nopeudella
sieppausvaiheessa. 1100+100 kierr./min lampétilassa 20-25 °C, kuten kuvattu ndiden
kayttoohjeiden kohdassa Testimenetelma, Hybridisieppaus, vaihe
7. Verifioi tasoravistin 1:n nopeus kalibroimalla se siten kuin
toimenpide on kuvattu Tasoravistin I:n kayttdoppaan kohdassa
Tasoravistimen nopeuden kalibrointi.
Ei ole lisatty oikeaa maaraa Pipetoi 75 pl detekointireagenssi 1:ta jokaiseen kaivoon kayttéden
detekointireagenssi 1:ta. 8-kanavaista pipettia.
« Ei ole inkuboitu maarattya aikaa. Inkuboi 20-25 °C:n lampédtilassa 30-45 minuuttia.
« Eiole lisatty oikeaa maaraa Pipetoi 75 pl detekointireagenssi 2:ta jokaiseen kaivoon kayttéden
detekointireagenssi 2:ta. 8-kanavaista pipettia. Inkuboi 20-25 °C:n lampdtilassa
. . . i s s 15-30 minuuttia.
« Ei ole inkuboitu maarattya aikaa.
Luminometrin toimintavirhe tai Ks. lisétietoja kaytetyn digene analyysimaaritysohjelmiston
virheellinen ohjelmointi. kayttéohjeiden kunnostusta ja huoltoa seka vianetsintaa
koskevista osista, tai ota yhteys QIAGENIn paikalliseen
edustajaan.
Kohonneet « Denaturointireagenssia ei lisatty; « Verifioi, etta sarja-annostelija annostelee tarkasti ennen
RLU-arvot tai lisatty virheellinen tilavuus; tai denaturointireagenssin lisaamista. Kalibroidut pipetit ovat

valttamattémia. Lisaa puoli tilavuutta denaturointireagenssia
jokaiseen putkeen ja sekoitetaan hyvin. Valta vaaria
positiivisia tuloksia varmistamalla, ettd neste pesee putken
koko sisdpinnan (kdannetadan putkea kerran ylésalaisin, jos
teet sekoituksen manuaalisesti). Kalibraattorien,
laatukontrollien ja naytteiden tulee muuttua violeteiksi, kun
denaturointireagenssi lisatédan. Tarkista moninayteputkivortexi
2:n nopeuden kalibrointi.

« Tarkista vesihauteen lampétila ja vedenpinnan korkeus.

« Valovuoto luminometrissa.
« Tiiviste on rikkoutunut

« Laitteen luukku ei ole tiivis.

Tarkista luminometrin taustalukema (raakatietomittaus) lukemalla
tyhja mikrokuoppalevy. Yli 50 RLU:n lukema on osoitus
valovuodosta. Ks. lisatietoja kaytetyn digene
analyysimaaritysohjelmiston kayttéohjeiden kunnostusta ja
huoltoa seka vianetsintda koskevista osista, tai ota yhteys
QIAGENInN paikalliseen edustajaan..

Detekointireagenssi 2 tai
sieppauskuoppalevykaivot ovat
detekointireagenssi 1:n tai
eksogeenisen alkalisen fosfataasin
kontaminoimia.

Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintadjaksosta.

Kontaminoitunut pesupuskuri.

Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintdjaksosta.

Kontaminoitunut automaattinen
kuoppalevypesuri.

Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintdjaksosta.

Riittamaton
sieppauskuoppalevykaivojen pesu
detekointireagenssi 1:n inkuboinnin
jalkeen.

Pese kuoppalevykaivot perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa,
tayta kaivot yli reunojensa joka kerta tai kaytd automaattista
kuoppalevypesuria. Kaivoissa ei saa nakya vaaleanpunaisen
nesteen jaadmia pesun jalkeen. Ks. Automaattisen
kuoppalevypesuri kayttboppaassa annettuja ohjeita
kontaminaatio- ja virhetoimintotilanteisiin liittyvista testeista.

Detekointireagenssi 1:n aiheuttama
kuoppalevykaivojen
kontaminoituminen.

Varmista, etté kaikki tydpinnat ovat puhtaat ja kuivat. Noudata
huolellisuutta detekointireagenssi 1:n kasittelyssa. Valta
aerosoleja.

Hybridisaatioliuosta on kuivattu
Kimtowels-pyyhkeen tai vastaavan
vahanukkaisen paperipyyhkeen
samaan kohtaan.

Vaaria kuivauspyyhkeita on kaytetty.

Al kuivaa hybridisaatioliuosta Kimtowels-pyyhkeen tai vastaavan
vahanukkaisen paperipyyhkeen samaan kohtaan.

Kéayta kuivaamiseen Kimtowels-pyyhkeita tai vastaavia
vahanukkaisia paperipyyhkeita.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOE

HAVAINTO

MAHDOLLISET SYYT

RATKAISUT

GC-laaduntarkkailukontrolliainetta on

kaytetty positiivisena kalibraattorina.
Analyysi ei tayta validointikriteereita.

Varmista positiivisten kalibraattorien ja laatukontrollien oikea
sijoitus.

Alhainen PC/NC-
suhdeluku tai suuri
lukuméaara matala-
positiivisia naytteita
(>20 % naytteiden
kokonaismaarasta)
joiden RLU/CO-
suhdeluku <2,0.
Analyysi saattaa olla
tayttamatta
validointikriteereita.

Riittdmaton naytteen valmistus.

Lisaa tarvittava tilavuus denaturointireagenssia ja sekoita hyvin
vorteksoimalla. Vaarien positiivisten tulosten valttamiseksi on
varmistettava, ettd neste huuhtelee putken sisapinnan
kauttaaltaan ja tama tehdaan kayttamalla moninayteputkivortexi
2:n menetelméaa vahintaan 5 sekuntia (jos kaytetddn manuaalista
vorteksointimenetelmaa, vorteksoi vahintaan 5 sekuntia ja
kaanna putki kerran ylésalaisin). Talléin varin tulee selkeasti
muuttua kirkkaasta tummanvioletiksi. Inkuboidaan 65+2 °C:n
lampdtilassa 45+5 minuuttia. PreservCyt-liuosnaytteita
kaytettdessa naita hybrideja on todennakdisesti naytteen
konversioputken sisdseindmissa. Denaturoimattomien solujen
siirtymisen estamiseksi pipetin karki ei saa koskettaa naytteen
konversioputken laitoja denaturoituja naytteita siirrettaessa
mikrokuoppalevylle, jota kaytetadn CT/GC-koettimen
hybridisaatioon. Katso lisdohjeita digene HC2-naytteen
konversiopakkauksen kayttéohjeista.

Koetin riittamattomasti sekoittunut tai

analyyseihin ei ole lisatty riittavasti
koetinta

Valmista koetinseos kuvatulla tavalla. Sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla ja varmista, ettd nakyva pyorre muodostuu.
Koetinseos on lisattédva kaivoihin monikanavaisella tai sarja-
annostelijalla tdsmallisen annostelun varmistamiseksi.

Lisatty riittdmaton maara koetinseosta

kuhunkin hybridisaatiokuoppalevyn
kaivoon.

Verifioi, ettd 8-kanavainen pipetti annostelee tarkasti ennen kuin
lisdat koetinseoksen hybridisaatiokuoppalevylle. Lisaa 25 pl
koetinseosta kunkin kuoppalevykaivon pohjalla olevaan
denaturoituun naytteeseen. Verifioi, ettd 8-kanavainen pipetti
annostelee tarkasti ennen kuin lisdat koetinseoksen
hybridisaatiokaivoihin. Varinmuutos violetista keltaiseen tulee
tapahtua sen jalkeen, kun koetinseos on lisatty ja sekoitettu
perusteellisesti.

Detekointireagenssi 1:n toiminnon
menetys.

Sailyta detekointireagenssi 1 lampdtilassa 2—-8 °C:n. Kayta
pakkausmerkinndissa annettuun viimeiseen kayttopaivaan
mennessa.

Riittamaton RNA:. DNA-hybridien
sieppaus.

Sieppausvaihe tulee suorittaa siten, etta tasoravistin | on asetettu
nopeuteen 1100£100 kierrosta minuutissa. Verifioi tasoravistin
1:n nopeus kalibroimalla se siten kuin toimenpide on kuvattu
Tasoravistin I:n kayttéoppaan kohdassa Tasoravistimen
nopeuden kalibrointi.

Riittdmaton pesu.

Pese kuoppalevykaivot perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa,
tayta kaivot yli reunojensa joka kerta tai kayta automaattista
kuoppalevypesuria.

Kontaminoitunut pesupuskuri.

Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintadjaksosta.

Sarja positiivisia
néytteitd, joiden
RLU-arvot ovat
jokseenkin samat.

Sieppauskuoppalevyn kaivojen
kontaminoituminen analyysin
yhteydessa.

Peita sieppauskuoppalevyn kaivot aina inkuboinnin yhteydessa.
Valta altistamasta sieppauskuoppalevyn kaivoja
aerosoliperaiselle kontaminoitumiselle analyysin aikana. Kayta
puuterittomia kasineita kasittelyissa.

Detekointireagenssi 2:n
kontaminoituminen.

Reagenssin kontaminoitumista on varottava pipetoitaessa sita
kuoppalevyn kaivoihin. Valta detekointireagenssi 2:n
kontaminoitumista detekointireagenssi 1:sta peraisin olevien
aerosolien kautta ja laboratoriopdlyn, yms. johdosta.

Automaattisen kuoppalevypesurin
virhetoiminto.

Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintdjaksosta tai katso
Automaattisen kuoppalevypesurin kayttdoppaassa annettuja
ohjeita kontaminaatio- ja virhetoimintotilanteiden identifioimiseen
liittyvista testeista.

Laajaa vaihtelua
replikaattien % CV-

Epatarkkuutta pipetoinnissa (ts.
ilmakuplia, pipetti kalibroimaton).

Tarkista, etta pipetin annostelumaarat ovat toistettavia. Kalibroi
pipetit sdanndllisin valein.
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digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOE

HAVAINTO

MAHDOLLISET SYYT

RATKAISUT

arvoissa.

Riittmaton sekoittuminen.

Sekoita perusteellisesti joka vaiheessa. Vorteksoi ennen
denaturointi-inkubointia ja sen jalkeen. Varmista, ettd muodostuu
nakyva pyorre.

Epataydellinen nesteen siirto
hybridisaatiokuoppalevylta
sieppauskuoppalevyn kaivoihin.

Noudata huolellisuutta siirtovaiheessa hybridisaatiokuoppalevylta
sieppauskuoppalevylle varmistaaksesi, etta siirretyt maarat ovat
toistettavissa.

Puutteelliset pesuolosuhteet.

Pese kuoppalevykaivot perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa,
tayta kaivot yli reunojensa joka kerta tai kayta automaattista
kuoppalevypesuria ja asianmukaisia automaattisen
kuoppalevypesurin protokollia.

Detekointireagenssi 1:n aiheuttama
kuoppalevykaivojen
kontaminoituminen.

Varmista, etta kaikki tydpinnat ovat puhtaat ja kuivat. Noudata
huolellisuutta detekointireagenssi 1:n kasittelyssa. Valta
aerosoleja.

Pipetinkarjen kontaminoituminen
denaturoimattomasta aineesta
siirrettdessa denaturoitu nayte
kuoppalevykaivoon kayttaen GC-
koettimen hybridisaatiota.

Naytteenkasittelymenetelman denaturointivaihe on suoritettava
naiden ohjeiden mukaisesti. Naytteen vaara vorteksointi, putken
kadantaminen yldsalaisin ja putken sekoittaminen voivat aiheuttaa
kohdunkaulanaytteille endogeenisten ei-spesifisten RNA:DNA-
hybridien epataydellisen denaturoinnin. Erityisesti PreservCyt-
liuosnaytteita kaytettdessa naita hybrideja esiintyy
todennakoisesti naytteenkonversioputken sisdseinamilla. Jotta
tdma denaturoimaton soluaines ei siirtyisi ndytteeseen, pipetin
karki ei saa koskettaa naytteenkonversioputken seindmia kun
denaturoitu nayte siirretddn mikroputkeen tai kuoppalevykaivoon
GC-koettimen hybridisaatiota kayttaen.

Useita riveja on kuivattu Kimtowel-
pyyhkeen samaan kohtaan.

Al kuivaa kohteita Kimtowel-pyyhkeen samaan kohtaan.

Saatu vaaria
positiivisia tuloksia
tunnetuista
negatiivisista
naytteista.

Denaturointireagenssi 2
kontaminoitunut.

Varo naytteiden ristiinkontaminoitumista detekointireagenssi 2:n
lisdyksen yhteydessa. Jos pakkauksesta kaytetdan vain osa,
analyysiin tarvittava maara on alikvoitava puhtaaseen
reagenssialtaaseen ennen pipetin tayttoa.

Detekointireagenssi 1:n aiheuttama
kuoppalevykaivojen
kontaminoituminen.

Pese kuoppalevykaivot perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa,
tayta kaivot yli reunojensa joka kerta tai kdyta automaattista
kuoppalevypesuria. Kaivoissa ei saa nakya vaaleanpunaisen
nesteen jadmia pesun jalkeen.

Pipetinkarjen kontaminoituminen
denaturoimattomasta aineesta
siirrettdessa denaturoitu nayte
kuoppalevykaivoon kayttaen GC-
koettimen hybridisaatiota.

Naytteenkasittelymenetelman denaturointivaihe on suoritettava
naiden ohjeiden mukaisesti. Naytteen vaara vorteksointi, putken
kaantaminen ylésalaisin ja putken sekoittaminen voivat aiheuttaa
kohdunkaulanaytteille endogeenisten ei-spesifisten RNA:DNA-
hybridien epatéydellisen denaturoinnin. Erityisesti PreservCyt-
liuosnaytteita kaytettdessa naita hybrideja esiintyy
todennakoisesti naytteenkonversioputken sisaseinamilla. Jotta
tdma denaturoimaton soluaines ei siirtyisi ndytteeseen, pipetin
karki ei saa koskettaa naytteenkonversioputken seindmia kun
denaturoitu nayte siirretddn mikroputkeen tai kuoppalevykaivoon
GC-koettimen hybridisaatiota kayttaen.

Riittdmaton naytteen valmistus.

Lisaa tarvittava tilavuus denaturointireagenssia ja sekoita hyvin
vorteksoimalla. Vaarien positiivisten tulosten valttamiseksi on
varmistettava, etta neste huuhtelee putken sisapinnan
kauttaaltaan, ja tdma tehdaan kayttamalla moninayteputkivortexi
2:n menetelmaa vahintaan 5 sekuntia (jos kaytetdan manuaalista
vorteksointimenetelmaa, kdannetaan putki kerran ylésalaisin).
Talléin varin tulee selkeasti muuttua kirkkaasta tummanvioletiksi.
Inkuboi 65+2 °C:n lampétilassa 45+5 minuuttia. PreservCyt-
liuosnaytteitd kaytettdessa naita hybrideja on todennakoisesti
naytteen konversioputken sisdseinamissa. Denaturoimattomien
solujen siirtymisen estamiseksi pipetin karki ei saa koskettaa
naytteen konversioputken laitoja denaturoituja naytteita
siirrettdessa mikrokuoppalevylle, jota kaytetaan CT/GC-koettimen
hybridisaatioon. Katso lisdohjeita digene HC2-naytteen
konversiopakkauksen kayttéohjeista.
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HAVAINTO MAHDOLLISET SYYT RATKAISUT
Puutteelliset pesuolosuhteet. Pese kuoppalevykaivot perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa,

tayta kaivot yli reunojensa joka kerta tai kayta automaattista
kuoppalevypesuria ja asianmukaisia automaattisen
kuoppalevypesurin protokollia.

Kohonneet Detekointireagenssi 2:ta inkuboitiin yli | Koe on epapateva korkeiden negatiivisten kalibraattoriarvojen

negatiivisen 20-25 °C:n lampdtilassa. takia. Suorita koe uudelleen ja varmista, etté sieppaus- ja

kalibraattorin RLU- detekointivaiheet inkuboidaan 20-25 °C:n lampdtilassa.

arvot (> 150 RLU- — ; . — . — S— — . .

yksikké3). Muu osa Detg!(omtlreagens& 2:n inkubointi Lue levy 1:5 mllr.1uut|n inkuboinnin jalkeen (enintdan 30 minuutin

analyysista toimi kestanyt yli 30 minuuttia. kuluttua) lampétilassa 20-25 °C.

Detekointireagenssi 2 tai pesupuskuri | Katso kontaminaatiotarkistuksia vianetsintajaksosta.

on alkalisen fosfataasin tai
detekointireagenssi 1:n
kontaminoima.

KONTAMINAATIOTARKISTUS

Arvioitu reagenssi

| Kontaminaatiotarkistusmenetelma

| Tulosten tulkitseminen

Huomautus: Pipetoi detekointireagenssi 2 huolellisesti kontaminaation estamiseksi. Kayta suojakéasineita ja valta koskemasta
tydskentelytasoja pipetin karjella.

Detekointireagenssi 2

o Pipetoi 75 pl alikvoitua, jaljelle jaanytta tai
alkuperaista detekointireagenssia 2 tyhjaan
keraysmikrolevyn kaivoon.

e Inkuboi 20-25 °C:ssa 15 minuuttia. Suojaa
suoralta auringonvalolta.

e Lue mikrolevyn kaivot luminometrilla.

Huomautus: Detekointireagenssin 2 testaaminen
kolmena kappaleena tuottaa optimaalisen
suorituskyvyn arvioinnin.

Detekointireagenssin 2 kontrollin tulisi
olla <50 RLU:ta.

Jos detekointireagenssin 2 arvot ovat
<50 RLU:ta, detekointireagenssia 2
voidaan kayttaa arvion toistamiseen.
Jos kontaminoitunut (>50 RLU:ta),
ota kayttdon uusi pakkaus ja toista
arvio.

Pesupuskurilaite ja/tai
vesilahde

e Pipetoi 75 pl detekointireagenssia 2 neljaan
erilliseen kerdysmikrolevyn kaivoon.

e Merkitse kaivot numeroilla 1-4.

e Kaivo 1 on detekointireagenssin 2 kontrolli.

e Pipetoi 10 pl pesupuskuria pesuainepullosta
kaivoon 2.

e Anna pesupuskurin virrata pesuletkun Iapi.

e Pipetoi 10 pl pesupuskuria letkusta kaivoon 3.

e Hanki alikvotti vedesta, jota kaytettiin pesupuskurin
valmisteluun. Pipetoi 10 pl vetta kaivoon 4.

e Inkuboi 20-25 °C:ssa 15 minuuttia. Suojaa
suoralta auringonvalolta.

e Lue mikrolevyn kaivot luminometrilla.

Detekointireagenssin 2 kontrollin
(kaivo 1) tulisi olla <50 RLU:ta.
Vertaa RLU-arvoa kaivoista 2, 3 ja 4
detekointireagenssin 2 kontrollin
RLU-arvoon (kaivo 1). Yksittaisten
RLU-arvojen kaivoista 2, 3 ja 4 tulisi
olla korkeintaan 50 RLU:ta
detekointireagenssin 2 kontrollin
RLU-arvosta (kaivo 1).

Arvot, jotka ovat yli 50 RLU:ta
detekointireagenssin 2 kontrollista,
tarkoittavat kontaminaatiota. Katso
pesulaitteen puhdistus- ja
kunnossapito-ohjeita reagenssin
valmistelu- ja sailytysohjeista.

Automaattinen levyn
pesulaite

e Pipetoi 75 pl detekointireagenssia 2 viiteen
erilliseen kerdysmikrolevyn kaivoon.

e Merkitse kaivot numeroilla 1-5.

e Kaivo 1 on detekointireagenssin 2 kontrolli.

e Pipetoi 10 pl pesupuskuria levyn pesuainepullosta
(merkintd Wash) kaivoon 2.

e Pipetoi 10 pl huuhteluainetta levyn
pesuainepullosta (merkinta Rinse) kaivoon 3.

e Paina levyn pesulaitteen nappaimiston Prime-
nappainta, jolloin pesupuskuri virtaa letkujen Iapi.

e Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta
kaivoon 4.

e Paina levyn pesulaitteen nappaimistén Rinse-
nappainta, jolloin huuhteluaine virtaa letkujen lapi.

e Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta
kaivoon 5.

e Peitad ja inkuboi 15 minuuttia 20-25 °C:ssa. Suojaa
suoralta auringonvalolta.

e Lue mikrolevyn kaivot luminometrilla.

Detekointireagenssin 2 kontrollin
(kaivo 1) tulisi olla <50 RLU:ta.
Vertaa RLU-arvoa kaivoista 2, 3, 4 ja
5 detekointireagenssin 2 kontrollin
RLU-arvoon (kaivo 1). Yksittaisten
RLU-arvojen kaivoista 2, 3,4 ja 5
tulisi olla korkeintaan 50 RLU:ta
detekointireagenssin 2 kontrollin
RLU-arvosta (kaivo 1).

Arvot, jotka ovat yli 50 RLU:ta
detekointireagenssin 2 kontrollista,
tarkoittavat levyn pesulaitteen
kontaminaatiota.

Katso dekontaminaatiomenetelmia
automaattisen levyn pesulaitteen
kayttboppaasta.
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QIAGEN YHTEYSTIEDOT

Tuotteen mukana toimitetut yhteystiedot sisaltdvat QIAGEN paikallisen edustajan yhteystiedot.

QIAGEN?®, digene®, Hybrid Capture® ja Rapid Capture® ovat QIAGENIn rekisteroityja tavaramerkkeja.

Hybrid Capture -tekniikka on suojattu eurooppalaisella patentilla nro 0 667 918, joka on rekisterdity Itavallassa, Belgiassa,
Sveitsissa, Liechtensteinissa, Saksassa, Tanskassa, Espanjassa, Ranskassa, Yhdistyneessa kuningaskunnassa,
Kreikassa, Irlannissa, Italiassa, Luxemburgissa, Alankomaissa ja Ruotsissa.

Yhdysvaltalaiset Hybrid Capture -patentit, nro: 6,228,578B1
Rekisterdityihin tavaramerkkeihin liittyvat maininnat:

ThinPrep® ja PreservCyt®: Hologic Corporation
Kimtowels®: Kimberly-Clark Corporation
Eppendorf®ja Repeater®: Eppendorf-Netheler-Hinz
CDP-Star®: Tropix, Inc.

Parafilm®: American Can Co.

DuraSeal®: Diversified Biotech, Inc

Sarstedt®: SARSTEDT AG & Co.

pGEM®: Promega Corporation

VWR®: VWR International, Inc.
Corning®: Corning, Inc.
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YHTEENVETO digene HC2 GC-ID DNA TEST -KOKEESTA

Tarkeaa: On tarkeatd, ettd tutustut menetelmaan yksityiskohtaisesti ennen tdmén yhteenvedon soveltamista.

MENETELMA

Denaturointi
(PreservCyt-
liuosnaytteet: ks.
PreservCyt-
liusnaytteiden
valmistusmenetel
ma)

Manuaalinen vorteksimenetelma: Moninéyteputkivortexi 2-menetelma
Luo kuoppalevyn layout
Merkitse hybridisaatiokuoppalevy.
Valmista denaturointireagenssi.

Luo kuoppalevyn layout.
Merkitse hybridisaatiokuoppalevy.
Valmista denaturointireagenssi.

Pipetoi denaturointireagenssia (tilavuus vastaa puolta naytteen
tilavuudesta) kalibraattoreihin, laatukontrolleihin ja naytteisiin.
Vorteksoi kukin nayte, kalibraattori ja laatukontrolli erikseen 5 sekunnin
ajan suurella nopeudella ja kdanna yldsalaisin (ks. ndissa
kayttéohjeissa annetut yksityiskohtaiset ohjeet).

! Peita teline kalvolla ja kannella.

Varmista, etté kaikki putket ovat violetinvarisia.

Pipetoi denaturointireagenssia (tilavuus vastaa puolta naytteen
tilavuudesta) kalibraattoreihin, laatukontrolleihin ja naytteisiin.

Varmista, etté kaikki putket ovat violetinvarisia.

Vorteksoi 10 sekunnin ajan enimmaisnopeudella.

Inkuboi 65+2 °C:n lampétilassa 455 minuuttia. . LY . .
Inkuboi 65+2 °C:n lampétilassa 45+5 minuuttia.

Valmista GC-koetinseos.

!
\

Valmista GC-koetinseos.

Hybridisaatio

Sekoita denaturoidut naytteet hyvin ja pipetoi 75 ul denaturoitua naytettd, kalibraattoria tai laatukontrollia mikrokuoppalevykaivoihin.
Inkuboi 10 minuuttia 20-25 °C:n lampétilassa.
Pipetoi 25 ul GC-koetinseosta kuoppalevykaivoihin.

Peita kuoppalevy kannella ja ravista tasoravistin l:ssa nopeudella 1100£100 kierrosta/min 3+2 minuutin ajan.
Varmista, etta kaikki kaivot ovat keltaisia. (PreservCyt-liuosnaytteet muuttuvat vaaleanpunaisiksi.)

Inkuboi 652 °C:n lampétilassa 6015 minuuttia.

Valmista sieppauskuoppalevy.
\

Hybridinsieppaus

Siirré kunkin hybridisaatiolevyn kaivon sisaltd vastaavaan kaivoon sieppauskuoppalevylld kéayttden 8-kanavaista pipettia.
Peita kuoppalevyn kannella tai tiivistekalvolla.
|2
Ravista nopeudella 1100 £100 kierrosta/min 20-25 °C:n lampétilassa 6015 minuuttia. Valmistele pesupuskuri.

Tyhjenna ja kuivaa sieppauskuoppalevy (lisatietoja ndissa kayttdohjeissa).
{

Hybridien Pipetoi 75 pl detekointireagenssi 1:ta sieppauskuoppalevyn jokaiseen kaivoon.
detekointi Peita sieppauskuoppalevy kannella, Parafilm-kalvolla tai vastaavalla.
Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 30—45 minuuttia. Pese kuoppalevy haluttua menetelmaa kayttaen.
Peseminen Manuaalinen pesumenetelma Automaattinen kuoppalevypesuri -menetelma
Tyhjenna ja kuivaa sieppauskuoppalevy Pane kuoppalevy pesuriin ja paina "START/STOP".
(lisatietoja pakkausselosteessa). {
{ 2
Pese 6 kertaa. N
2
Kuivaa vahanukkaisia paperipyyhkeilla. 1
i !
Signaalin Pipetoi 75 pl detekointireagenssi 2:ta sieppauskuoppalevyn jokaiseen kaivoon.
vahvistus Peita kuoppalevyn kannella. Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 15-30 minuuttia.
Lukeminen

Lue sieppauskuoppalevy QIAGENIn hyvaksymalla luminometrilla.
|2

Validoi analyysi ja tulkitse naytteen tulokset.
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