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NIMI JA KAYTTOTARKOITUS

In vitro -diagnostiseen kayttéon.

Hybrid Capture® 2 (HC2) -tekniikkaa kayttava digene HC2 HPV DNA -koe on kemiluminesenssipohjainen
mikrolevylla suoritettava signaalia vahvistava nukleiinihappohybridisointianalyysi, jolla tunnistetaan
kvalitatiivisesti HPV-DNA:n kahdeksantoista matalan ja korkean riskin tyyppid kohdunkaulanaytteista.

digene HC2 HPV DNA -kokeella voidaan tutkia seuraavanlaisia kohdunkaulanaytteita:

e digene HC2 DNA Collection Device -naytteenottolaitteella otetut ndytteet

e harjalla otetut tai harjan/lastan yhdistelmalld otetut naytteet, jotka on asetettu PreservCyt-
liuokseen (katso tarkemmat tiedot digene HC2 Sample Conversion Kit -kayttdohjeesta)

o SurePath-séailontanesteeseen otetut naytteet (VAIN korkeariskiset HPV DNA -kokeet)

e digene Specimen Transport Medium (STM) -naytteensiirtoaineeseen otetut koepalat.

Kaytettdessa matalan ja korkean riskin HPV-koettimia tdman kokeen kayttd on vasta-aiheista
seuraavissa tapauksissa:

e sukupuoliteitse tarttuvien HPV-infektioiden diagnosointi, kun kyseessa ovat HPV-tyypit 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68

e kahden eri HPV DNA ryhman erottaminen toisistaan: matalan riskin HPV-tyyppien 6, 11, 42, 43 ja
44 ja korkean riskin HPV-tyyppien 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68. Tietyn HPV-
tyypin Iasnaoloa ei kuitenkaan voida havaita.

Kun kaytetdan korkean riskin HPV-koetinta, tdman kokeen kayttdé on vasta-aiheista seuraavissa
tapauksissa:

e korkean riskin HPV-tyyppien 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68 tunnistus; naiden
HPV-tyyppien on osoitettu olevan ensisijainen syysuhdetekija kohdunkaulan sydvan
kehittymisessa.

e alustavana perusvéaestdn seulontakokeena, joko yksin tai yhdessa Papa-kokeen kanssa,
sellaisten naisten tunnistamiseksi, joilla on lisdantynyt riski sairastua kohdunkaulan sy6paan tai
joilla on korkea-asteinen kohdunkaulan sairaus; HPV-diagnoosi osoittaa ian lisdantymisen myoéta
yha voimakkaammin kohdunkaulan sairauden

e seurantakokeena potilailla, joiden Papa-naytteessa on ilmennyt poikkeavuutta tai joilla on
kohdunkaulan sairaus, maarittdmaan kolposkopian tai muiden jatkotoimenpiteiden tarpeellisuus.

e seurantakokeena potilailla, joilla on Papa-kokeessa todettu matala-asteinen kohdunkaulan
intraepiteelinen leesio (LSIL) tai korkea-asteinen kohdunkaulan intraepiteelinen leesio (HSIL)
ennen kolposkopiaa. Naiden potilaiden digene HC2 HPV DNA -koetulokset auttavat |1aakareita
potilashallinnassa, silld ne tukevat naisten riskinarviointia korkea-asteisen sairauden
poissulkemiseksi.

digene HC2 HPV DNA -kokeen tuloksia on tarkasteltava yhdessd muiden diagnostisten- ja
seulontakokeiden Kliinisten tietojen, laakarin tutkimusten ja sairauskertomustietojen kanssa
asianmukaisten potilaan hoitomenetelmien mukaisesti. digene HC2 HPV DNA -kokeen tuloksia ei
yksinaan tule kayttaa potilaan kliinisen arvioinnin ja hoidon perusteena.



TIVISTELMA JA SELITYKSET

Tietyt naisen genitaalialueella esiintyvat HPV-tyypit liittyvat useisiin sairauksiin, mukaan lukien
kondylooma, bowenoidi papuloosi, kohdunkaulan, vaginan ja vulvan intraepiteelineoplasiat ja
karsinooma. (-3). Yleinen kasitys on, ettd ndma virukset tarttuvat paaasiallisesti sukupuoliteitse, ja korkean
riskin HPV-tyyppien on todettu olevan paaasiallisia riskitekijoitd kohdunkaulan sydvan kehittymiselle.+-s

Ihmisen papilloomavirukset koostuvat ikosahedraalisesta viruspartikkelista (virioni), joka sisaltaa
proteiinikapsidin ymparéiman, 8000 emasparin kokoisen kaksijuosteisen rengasmaisen DNA-molekyylin.
Epiteelisolujen infektoiduttua virus-DNA jaa pysyvasti epiteeliin koko sen paksuudelle, mutta ehjia
virioneja esiintyy vain kudoksen ylemmissa kerroksissa. Sen vuoksi virus-DNA:ta todetaan joko
virioneissa tai episomaaleina tai integroituina HPV-sekvensseina leesion tyypin ja asteen mukaan.

Tahan saakka HPV:n in vitro -viljely ei ole ollut mahdollista eikd immunologisin testein ole pystytty
osoittamaan kohdunkaulan HPV-infektiota. Epdsuoraa naytt6a anogenitaalisesta HPV-infektiosta voidaan
saada ladkarintarkastuksessa tai kun Papa-naytteissa tai koepaloissa havaitaan tyypillisia virusten
replikoitumiseen liittyvia solumuutoksia. Vaihtoehtoisesti koepalat voidaan analysoida
nukleiinihappohybridisoinnilla HPV:n DNA:n toteamiseksi suoraan.

HPV 16- ja HPV 18 -tyyppeja on pidetty korkean sy6pariskin HPV-tyyppeina ja tyyppeja 6 ja 11 matalan
riskisin HPV-tyyppeina.s-10 Lisdksi HPV-tyyppeihin 31, 33 ja 35 on osoitettu liittyvan kohtalainen
syopatautien todennakdisyys.211-14 Naista hyodyllisista kasitteellisista jaotteluista huolimatta nama 7 HPV-
tyyppia liittyvat vain noin 70 %:iin kohdunkaulan neoplasmatapauksista.s-1* Muita HPV-tyyppeja, mukaan
lukien tyypit 39, 42, 43, 44, 45, 51,52, 56, 58, 59 ja 68, on tunnistettu keskeisimmiksi HPV-tyypeiksi, joita
havaitaan muunlaisissa leesioissat5-20.32-3, Nama HPV-tyypit voidaan luokitella myds matalan,
keskiasteen ja korkean riskin ryhmiin sen mukaan millainen niiden suhteellinen jakauma on eri
histopatologisissa diagnoosiluokituksissa.21. 32-37

Vaikka HPV-DNA:ta on todettu esiintyvan noin 10 %:lla naisista, joilla kohdunkaulan epiteeli on normaali,
todelliseen esiintyvyyteen tietyissa naisryhmissa vaikuttavat voimakkaasti ika ja muut vaestolliset
muuttujat.2.1021.31 Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd 15-28 %:lle HPV-DNA-positiivisista naisista kehittyy
okasolujen intraepiteelinen neoplasia (SIL) kahden vuoden sisdan, kun taas HPV-DNA-negatiivisilla
naisilla vastaava luku on 1.3 %.2223 Varsinkin HPV-tyyppien 16 ja 18 etenemisriski on suurempi (noin

40 %) kuin muilla HPV-tyypeilla.22



ANALYYSIMENETELMAN TOIMINTAPERIAATE

HC2-tekniikkaa hyddyntava digene HC2 HPV DNA -koe on signaalivahvistettu hybridisointivasta-aineen
sieppausanalyysi, jossa kaytetaan mikrolevyjen kemiluminesenssipohjaisesta tunnistusta. Kohde-DNA:ta
sisaltavat naytteet hybridisoituvat spesifiseen HPV-RNA-koettimeen. Nain syntyneet RNA:DNA-hybridit
siepataan RNA:DNA-hybrideille spesifisilld vasta-aineilla pinnoitettuun mikrolevyn kuoppaan. Seuraavaksi
immobilisoituneiden hybridien annetaan reagoitua alkaliseen fosfataasiin konjugoituihin, RNA:DNA-
hybridispesifisiin vasta-aineisiin, ja ne havaitaan kemiluminesenssisubstraatilla. Kuhunkin vasta-
aineeseen konjugoituu useita alkalisia fosfataasimolekyyleja. Lukuisat konjugoituneet vasta-aineet
sitoutuvat kuhunkin siepattuun hybridiin, mika aiheuttaa huomattavan signaalin vahvistumisen. Kun
sitoutunut alkalinen fosfataasi pilkkoo substraatin, syntyy valoa, jota mitataan suhteellisina valoyksikkdina
(Relative Light Unit, RLU) luminometrilla. Syntyvan valon voimakkuus ilmaisee, sisaltddko nayte kohde-
DNA:ta vai ei.

Mittauksessa saatu RLU-arvo, joka on yhta suuri tai suurempi kuin raja-arvo, osoittaa naytteessa olevan
HPV-DNS-sekvensseja. Raja-arvoa pienempi RLU-tulos osoittaa, etta naytteessa ei ole spesifisia HPV-
DNA-sekvensseja tai ettd HPV-DNA-tasot jaavat alle analyysin havaitsemisrajan.

Suurten naytemaarien tehokas testaus digene HC2 HPV DNA -kokeella onnistuu Rapid Capture® System
(RCS) -jarjestelmaa kayttamalla. RCS-laite pystyy kasittelemaan jopa 352 naytettd kahdeksassa
tunnissa. Suurien naytemaarien tehokas testaaminen on mahdollista, kun analyysin kaikissa
menetelmavaiheissa kaytetdan RCS-jarjestelmaa, pois lukien naytteen denaturointi,
kemiluminesenssisignaalin havaitseminen ja tulosten raportointi.



TOIMITETUT REAGENSSIT JA MATERIAALIT

Yhdessa digene HC2 HPV DNA -kokeen tarvikesarjassa (tuotenumero 5196-1330) on 96 koetta.
Potilastulosten maara vaihtelee tarvikesarjakohtaisen kayttdmaaran mukaan:

1 kayttd = 40 potilastulosta (matala ja korkea riski)
2 kayttéa = 32 potilastulosta (matala ja korkea riski)

1 x 0,35 ml llmaisinvari

1 x50 ml

1x5ml

1 x150 pl

1x100 pl

1x1ml

1x1ml

1x2,0ml

1x1,0ml

1x1,0ml

1x1

1x12 ml

1x12 ml

1x100 ml

Sisaltéda 0,05 % (paino/tilavuus) natriumatsidia.

Denaturointireagenssi
Laimennettu natriumhydroksidiliuos (NaOH).

Koettimen laimennin
Puskuroitu, 0,05 % (paino/tilavuus) natriumatsidia sisaltava liuos.

Matalan riskin HPV-koetin
HPV 6/11/42/43/44 -RNA-koetin puskuriliuoksessa (vihrea korkki).

Korkean riskin HPV-koetin
HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 -RNA-koetin puskuriliuoksessa (punainen
korkki).

Matalan riskin HPV:n laatukontrolli
5 pg/ml (500 000 kopiota/ml) kloonattua HPV 6 -DNA:ta seka kantaja-DNA:ta STM:ss3, jossa
on 0,05 % (paino/tilavuus) natriumatsidia.

Korkean riskin HPV:n laatukontrolli
5 pg/ml (500 000 kopiota/ml) kloonattua HPV 16 DNA:ta ja kantaja-DNA:ta STM:ss3a, jossa
on 0,05 % (paino/tilavuus) natriumatsidia.

Negatiivinen kalibraattori
Kantaja-DNA Specimen Transport Medium -naytteensiirtoaineessa, jossa on 0,05 %
(paino/tilavuus) natriumatsidia.

Matalan riskin HPV-kalibraattori
1 pg/ml kloonattua HPV 11 -DNA:ta sekd kantaja-DNA:ta STM:ss3, jossa on 0,05 %
(paino/tilavuus) natriumatsidia.

Korkean riskin HPV-kalibraattori
1 pg/ml kloonattua HPV 16 -DNA:ta seka kantaja-DNA:ta STM:ss4, jossa on 0,05 %
(painof/tilavuus) natriumatsidia.

Sieppausmikrolevy
Pinnoitettu anti-RNA:DNA-hybridivasta-aineilla.

Tunnistusreagenssi 1
Alkaliseen fosfataasiin konjugoituja RNA:DNA-hybridien vasta-aineita puskuroidussa
liuoksessa, jossa on 0,05 % (paino/tilavuus) natriumatsidia.

Tunnistusreagenssi 2
CDP-Star® + Emerald || (kemiluminesenssisubstraatti).

Pesupuskurikonsentraatti
Sisaltéda 1,5 % (paino/tilavuus) natriumatsidia.



TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOTKA EIVAT SISALLY PAKKAUKSEEN

Hybridien sieppausjarjestelmin in Vitro -diagnostiset laitteet ja lisdvarusteet®

digene Hybrid Capture 2 -jarjestelma ("digene HC2 -
jarjestelmd”), joka sisaltdd QIAGENiIn hyvaksyman
luminometrin ("DML-laite”), QIAGENiIn hyvaksyman
tietokoneen seka tietokoneen oheislaitteet (naytto,
nappaimistd, hiiri, tulostin ja tulostimen kaapeli), digene HC2
-jarjestelman ohjelmiston ("digene-analyysiohjelmisto”),
digene HC2 -jarjestelman analyysiprotokollat HPV:n
analysointia varten, LumiCheck-levyohjelmiston ja digene
HC2 -jarjestelmén ohjelmiston kéyttéoppaan.

Hybrid Capture System Rotary Shaker | (kiertoravistelija)

Hybrid Capture System Microplate Heater | (mikrolevyjen
lammityslaite)

Hybrid Capture System Automated Plate Washer
(levykonepesuri)

Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer
2 (vorteksointilaite, lisavaruste)®

Sekoitusteline ja telineen kansi (lisdvaruste)

digene-nayteteline ja -telineen kansi (lisévaruste)

EXPAND-4-pipetti ja -teline (Iisé’waruste)C

digene HC2 DNA Collection Device (naytteenottolaite) °

Putkitiivisteen annostelija ja leikkuri (lisdvaruste, kaytetdan
MST Vortexer 2:n kanssa)

Yleisia laboratoriossa kaytettavia laitteita ja varusteita

Riittavan suuri 65 £ 2 °C:n vesihaude, johon mahtuu joko yksi
sekoitusteline (36 x 21 x 9 cm) tai naytetelineita

Mikrosentrifugi (lisédvaruste koetinpullojen sentrifugointiin
maksimaalisen koetintilavuuden saamiseksi)

Astialiitannalla varustettu vortex-sekoitin

Yksikanavainen mikropipettori, tilavuutta voidaan saataa valilla
20-200 pl ja 200-1 000 pl

Ylipainesyrjaytykseen perustuva toistopipettori, kuten
Eppendorfé Repeater® -pipetti tai vastaava

8-kanavainen pipettori: asetukset saadeltavissa 25-200 ul:n
tilavuuksille

Ajastin

Natriumhypokloriittiliuos, 5 % (tilavuus/tilavuus) (tai
kotitalouskayttoon tarkoitettu valkaisuaine)

Parafilm® tai vastaava

Aerosolilta suojatut kertakayttopipettikarjet yksikanavaisiin
pipettoreihin (20—200 pl ja 200—1 000 pl)

Kertakayttokarjet Eppendorf-toistopipetteihin (25-500 pl)

Kertakayttokarjet 8-kanavaiseen pipettoriin (25-200 pl)

Kimtowels®-pyyhkeet tai muut nukkaamattomat paperiliinat

Kertakayttinen poytasuojus

Puuterittomat suojakasineet

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

2,0 ml:n polypropeeniset mikrosentrifugiputket, joissa on korkit

Rapid Capture System (lisdvaruste suurten naytemaarien
tehokkaaseen testaukseen)E

Pesulaite

Hybridisointimikrolevyt

Mikrolevyn kannet

Tyhjat mikrolevyliuskat (valmistaja Costar, mallinro 2581);
kaytetaan valinnaisesti levykonepesurin kanssa

Erikoispitkat pipetinkarjet naytteiden siirtdmiseen

Naytteenottoputket

Naytteenottoputkien teline

Naytteenottoputkien kierrekorkit

Kertakayttoiset reagenssisailiot

DuraSeal™-putkitiivistekalvo

Hybridisointimikroputket

Mikroputkiteline

Mikrolevyn tiivisteet

Lisalaitteet ja -varusteet PreservCyt-liuosnéaytteiden
kasittelyyn

Swing-bucket-roottorilla varustettu sentrifugi, joka pystyy
saavuttamaan 2 900 + 150 x g:n kiihtyvyyden ja johon
voidaan sijoittaa 10 ml:n tai 15 ml:n kartiomaisia
polypropeenista valmistettuja sentrifugiputkia

5 ml:n serologiset pipetit tai siirtopipetit

digene HC2 Sample Conversion Kit* (naytteen
sekoitustarvikesarja)

Kertakayttokarjet Eppendorf-toistopipetteihin (50—100 pl)

Manuaalinen vorteksointimenetelma:

digene HC2 Sample Conversion Tube -putket (ndytteen
sekoitusputket; 15 ml:n kartioputkia) F Sarstedtin 10 ml:n
korkilliset kartioputket tai 15 ml:n VWR®- tai Corning®-
merkkiset polypropeenista valmistetut korkilliset
kartiopohjaiset sentrifugiputket

Putkiteline ja siihen sopivat 10 ml:n tai 15 ml:n kartioputket

Multi-Specimen Tube Vortexer 2 -menetelma

digene HC2 Sample Conversion Tubes (15 ml kartiomainen)':

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

Sekoitusteline ja kansi (tarkoitettu 15 ml:n kartiopohjaisille
putkille)

Putkitiivisteen annostelija ja leikkuri

DuraSeal-putkitiivistekalvo (kaytetaan MST Vortexer 2:n
kanssa)

Lisédlaitteet ja -varusteet Surepath-sailontdaineeseen kerattyjen naytteiden kasittelyyn

Swing-bucket-roottorilla varustettu sentrifugi, joka saavuttaa 800 + 15 x g:n kiihtyvyyden ja johon voidaan sijoittaa 15 ml:n

kartiomaisia polypropeenista valmistettuja sentrifugiputkia®

digene HC2 Sample Conversion Tube -putket (15 ml:n kartiomaiset putket)F

7 ml:n vakiokarkiset siirtopipetit tai vastaavat
QIAGEN-naytteensiirtoaine
Kertakayttokarjet Eppendorf-toistopipetteihin (100 pl)

A QIAGEN toimittaa ainoastaan sellaisia laitteita ja lisdvarusteita, jotka on varmennettu digene HC2 HPV DNA -kokeen kanssa

toimiviksi.
® Tarvitaan myds puoliautomaattisessa RCS-sovelluksessa.

¢ Mukautettu tuote. Muita kayttajan laajennettavissa olevia monikanavapipetteja voidaan kayttaa, jos karkivaliksi voi saataa 3,2 cm.
Vaihtoehtoisesti voidaan kayttaa yksikanavapipettia, jonka annostelukapasiteetti on 75 pl.



P digene HC2 HPV DNA -kokeen suorituskykyominaisuudet on maéritetty vain mainittujen keruutarvikesarjojen kanssa.

E Katso Rapid Capture System -jérjestelmén kéyttboppaasta tarkat ohjeet, jotka on erityisesti huomioitava jarjestelman kaytéssa
suurten ndytemaarien tehokkaassa testauksessa.

F QIAGENIn toimittamia digene HC2 Sample Conversion Tube -putkia (merkki VWR tai Corning®) on kaytettiva asianmukaisen
analyysin toiminnan varmistamiseksi kaytettdessa Multi-Specimen Tube Vortexer 2 -menetelmaa.



VAROITUKSET JA VAROTOIMENPITEET

LUE KAIKKI OHJEET HUOLELLISESTI ENNEN KOKEEN KAYTTOA.
VAROTOIMET

KAIKKIA NAYTTEITA on pidettavéa tartuntavaarallisina. Mik&an tunnetuista koemenetelmista ei voi taata
tdysin varmasti, ettei nayte ei sisdlld tartunnanaiheuttajia. lhmisperdisten naytteiden kasittelyssa
suositellaan noudatettavan asianmukaisia maakohtaisia ja paikallisia bioturvallisuutta koskevia
kaytantdja. Noudata bioturvallisuutta koskevia kaytantdja kasitellessasi materiaaleja, jotka sisaltavat tai
joiden epailldan sisaltdvan tartunnanaiheuttajia. Noudatettavia varotoimenpiteitd ovat mm. seuraavat:

1. Al4 pipetoi suun avulla.
2. Ala tupakoi l4ka syd tai juo tiloissa, joissa kasitellaan reagensseja tai naytteita.

Kayta reagensseja- tai naytteita kasitellessasi kertakayttoisia puuterittomia suojakasineita. Pese
kadet huolellisesti kokeen suorittamisen jalkeen.

4. Puhdista kaikki naytteista peraisin olevat roiskeet tuberkulosidisella (esim. 0,5-82rosenttisella
(tilavuust/tilavuus) natriumhypokloriitilla) tai muulla sopivalla desinfiointiaineella.

5. Dekontaminoi ja havita kaikki naytteet, reagenssit ja muut mahdollisesti saastuneet materiaalit
kansallisten ja paikallisten sdannosten edellyttamalla tavalla.

Jotkut reagenssit sisaltdvat natriumatsidia.  Natriumatsidin on ilmoitettu muodostavan lyijy- tai
kupariatsidia laboratorion viemaristdssa. Iskut, kuten vasarointi, voivat johtaa naiden atsidien
rajahtamiseen. Jottei lyijy- tai kupariatsidia paase muodostumaan, huuhtele viemarit huolellisesti
havitettyasi natriumatsidia sisaltavia liuoksia. Kontaminaation poistamiseen vanhoista viemareista, joihin
atsidia epaillaan kertyneen, Yhdysvaltain tydsuojeluvirasto OSHA suosittelee seuraavaa: (1) neste
juoksutetaan pois lukosta kumi- tai muoviletkulla, (2) taytetddn 10 % (tilavuus/tilavuus) -
natriumhydroksidiliuoksella, (3) sen annetaan seistd 16 tunnin ajan, ja (4) se huuhdotaan runsaalla
vedella.

Automaattinen testaus RCS-jarjestelmassa

Katso Rapid Capture System -jérjestelmén kédyttéoppaasta lisavaroitukset ja varotoimenpiteet, jotka on
erityisesti huomioitava jarjestelman kaytdéssa suurten naytemaarien tehokkaassa testauksessa.

TARVIKESARJAN OSIEN TURVA- JA VAARALAUSEKKEET

Seuraavat vaara- ja turvalausekkeet koskevat digene HC2 HPV DNA -kokeen tarvikesarjan osia:

Pesupuskuritiiviste
@ Sisalto: natriumatsidi. Varoitus! Terveydelle haitallista nieltynd. Haitallista vesielidille,

pitkavaikutteiset haittavaikutukset. Ald paastd tuotetta luontoon. Havita
sisaltd/pakkaus hyvaksytyssa jatteenkasittelylaitoksessa.

Denaturointireagenssi
Sisaltd: natriumhydroksidi. Vaara! Voimakkaasti ihoa syovyttavad ja silmia

vaurioittavaa. Saattaa syovyttdd metalleja. Havitd sisaltdé/pakkaus hyvaksytyssa
jatteenkasittelylaitoksessa. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhtele runsaalla
vedelld usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka
huuhtomista. JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut
vaatetus valittdomasti. Huuhdo/suihkuta iho vedella. Soita heti
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai la&karille. Varastoi lukitussa tilassa. Kayta



suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Koettimen laimennin

Siséaltd: etikkahappo, polyakryylihappo. Vaara! Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja
silmia vaurioittavaa. Havita sisaltdé/pakkaus hyvaksytyssa jatteenkasittelylaitoksessa.
JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhtele runsaalla vedelld usean minuutin
ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista. JOS
KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus valittdmasti.
Huuhdo/suihkuta iho vedella. Soita heti MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai
laakarille. Varastoi lukitussa tilassa. Kayta
suojakasineita/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Korkean riskin HPV-kalibraattori
Varoitus! Arsyttaa lievasti ihoa. Jos ilmenee ihoadrsytysta: Hakeudu 1aakariin.

Matalan riskin HPV-kalibraattori
Varoitus! Arsyttaa lievasti ihoa. Jos iimenee ihoadrsytysta: Hakeudu 1aakariin.

Korkean riskin HPV:n laatukontrolli
Varoitus! Arsyttaa lievasti ihoa. Jos ilmenee ihoarsytysta: Hakeudu laakariin.

Matalan riskin HPV:n laatukontrolli
Varoitus! Arsyttaa lievasti ihoa. Jos ilmenee ihoarsytysta: Hakeudu laakariin.

Negatiivinen kalibraattori
Varoitus! Arsyttaa lievasti ihoa. Jos ilmenee ihoadrsytysta: Hakeudu 1aakariin.

Lisatietoja

Kayttoéturvallisuustiedotteet: www.qiagen.com/safety



KASITTELYA KOSKEVAT VAROTOIMET
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In vitro -diagnostiseen kayttéon.

Kohdunkaulaharja on tarkoitettu kaytettavaksi vain naisille, jotka eivat ole raskaana.

Reagensseja ei saa kayttda ulkopakkauksessa olevan g-merkin viereen merkityn viimeisen
kayttopaivan jalkeen.

Kokeen suorittaminen sille tarkoitettujen aika- ja lampédtilarajojen ulkopuolella voi tuottaa
virheellisia tuloksia. Kokeet, jotka on suoritettu maaritettyjen aika- ja Iampétilarajojen ulkopuolella
eivat ole kelvollisia, ja ne on suoritettava uudestaan.

digene HC2 HPV DNA -kokeen suoritustapaa, analyysin kalibroinnin varmistuskriteereja,
laatukontrollia ja naytetulosten tulkintaa koskevia ohjeita on noudatettava tarkasti, jotta
koetulokset ovat luotettavia.

On tarkeaa, etta reagenssia pipetoidaan tdsmalleen ilmoitettu maara ja etta se sekoitetaan hyvin
jokaisen reagenssilisayksen jalkeen. Jos nain ei menetella, kokeista saatavat tulokset voivat olla
virheellisia. Varimuutosten ilmeneminen odotetulla tavalla on varmistus siita, etta kyseiset
edellytykset on taytetty.

Tarvikesarjan osat on testattu yhtena kokonaisuutena. Osia ei saa vaihtaa muista lahteista tai
toisista erista peraisin olevien osien kanssa.

Nukleiinihapot on hyvin herkkia nukleaasien hajoamiselle ymparistéssa. Nukleaaseja on ihmisen
iholla seka ihmisen kasittelemilla pinnoilla tai materiaaleilla. Puhdista tydpinnat ja peita ne
kertakayttosuojuksella seka kayta puuterittomia kasineita kaikissa analyysivaiheissa.

Esta sieppausmikrolevyn ja tunnistusreagenssi 2:n (DR2) kontaminoituminen eksogeenisella
alkalisella fosfataasilla analyysin aikana. Aineita, jotka voivat sisdltaa alkalista fosfataasia, ovat
tunnistusreagenssi 1, bakteerit, sylki, hiukset ja ihon 6ljyt. On erittain tarkeaa, etta
sieppausmikrolevy peitetddn pesuvaiheen jalkeen ja tunnistusreagenssi 2:n inkuboinnin
ajaksi, koska eksogeeninen alkalinen fosfataasi voi reagoida tunnistusreagenssi 2:n
kanssa ja antaa vaaria positiivisia tuloksia.

Suojaa tunnistusreagenssi 2:ta pitkaaikaiselta altistumiselta suoralle valolle. Tunnistusreagenssi
2 on kaytettava heti osanaytteiden ottamisen jalkeen, ja suoraa auringonvaloa on valtettava.

Toistoannostelija on esitdytettdva ennen reagenssin annostelua seka tarkastaa maaraajoin
suurten ilmakuplien varalta. Jos toistoannostelijan karjessa on liilkaa suuria ilmakuplia, ne voivat
aiheuttaa epatarkkuutta annostelussa, mika voidaan valttaa tayttamalla annostelija, tyhjentamalla
kaikki neste laitteesta ja tayttdmalla se uudelleen. Ks. annostelijan toimittajan antamat
yksityiskohtaiset kayttdohjeet.

Tunnistusreagenssi 1:n ja 2:n annostelussa tulee monikanavapipetointi suorittaa
kaanteispipetointimenetelmalla (ks. Hybridin osoittaminen). Tarkista, etta jokainen
monikanavapipetin karki on tiiviisti kiinni ja asianmukaisesti taytetty.

Varmista, ettd jokainen mikrolevy pestdan huolellisesti Manuaalisen pesun ohjeet -kohdassa
kuvatulla tavalla. Puutteellinen pesu lisda taustaa ja voi aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia.
Pesupuskurin jaamat kuopissa voivat heikentaa signaalia tai huonontaa toistettavuutta.

Anna Microplate Heater | -laitteen tasapainottua kylmakaynnistyksen jalkeen vahintaan

60 minuutin ajan 65 + 2 °C:n lampdétilaan manuaalista testausta varten. Jos lampidmisaikaa
koskevaa vaatimusta ei noudateta, seurauksena saattaa olla hybridisointimikrolevyn sulaminen.
Katso lisatietoja Microplate Heater | -kayttdoppaasta.



REAGENSSIEN VALMISTUS JA SAILYTYS

1. Sailyta tarvikesarjaa toimituksen jalkeen 2—8 °C:n lampétilassa. Pesupuskurikonsentraattia,
denaturointireagenssia ja ilmaisinvaria voidaan tarvittaessa sailyttda 2—30 °C:n lampdtilassa.

2. Ala kayta ulkopakkauksessa olevan g -merkin vieressa annetun viimeisen kayttdpaivamaaran tai
valmistettujen reagenssien viimeisen kayttdpaivamaaran jalkeen (ks. alla).

3. Kaikki reagenssit ovat kayttdvalmiita, paitsi denaturointireagenssi, matalan riskin ja korkean riskin
HPV-koettimet ja pesupuskuritiiviste.

Naytteiden testaamiseen jonkin 18 HPV-tyypi tunnistamiseks kaytetdan yhdistelmakoetinseosta (CPC)
kayttdvaa menetelmaa. Taman menetelman kayttd edellyttaa yhdistelmakoetinseoksen (Combined-Probe
Cocktail, CPC) valmistamista sekoittamalla laimennettua matalan riskin HPV-koetinseosta laimennettuun
korkean riskin HPV-koetinseokseen ennen digene HC2 HPV DNA -kokeen tekemista. Kahden koettimen
menetelmassa kaytetdan matalan riskin ja korkean riskin HPV-koetinseoksia erikseen. Ks. alla olevat
ohjeet.

Katso Rapid Capture System -jéarjestelmén kdyttooppaasta suurten naytemaarien tehokkaaseen
testaukseen liittyvat HPV-koetinseosteen, pesupuskurin, tunnistusreagenssi 1:n ja
tunnistusreagenssi 2:n valmistusohjeet, silla nama ohjeet koskevat RCC-jarjestelman kayttoa
suurten naytemaarien tehokkaaseen testaukseen.

REAGENSSI VALMISTUSMENETELMA

Denaturointireagenssi | yaimista ensin:

» Lisaa denaturointireagenssipulloon viisi pisaraa ilmaisinvaria ja sekoita huolellisesti.
Denaturointireagenssin tulee olla variltdan tasaisen tumma violettia.

. Valmistettu denaturointi pysyy stabiilina kolme kuukautta, kun sita sailytetaan 2—
8 °C:n lampdtilassa. Merkitse siihen uusi viimeinen kayttopaiva. Jos vari haalistuu,
lisda kolme tippaa ilmaisinvaria ja sekoita perusteellisesti ennen kayttoa.

Varoitus: Denaturointireagenssi on sydvyttavaa. Kayta sopivaa suojavaatetusta,
suojakasineita seka silmien- tai kasvonsuojainta. Kasittele varoen.

Matalan riskin HPV- Valmista nédytteen denaturointi-inkuboinnin aikana:

koetinseos

(valmistettu matalan Tirkeaa: koetinta tarttuu joskus pullon kanteen.

riskin HPV-koettimen

ja koettimen Huomautus: Esta koettimen ja koetin seoksen RNaasi-kontaminaatio. Koettimen
laimentimen pipetointiin kdytetid&n aerosolien kulun estavia pipetinkarkia. Koettimen laimennin on
reagensseista) viskoosia.

Varmista, ettd HPV-koettimia valmistellessa koettimet sekoittuvat huolella.
Sekoittamisvaiheessa tulee nesteeseen muodostua nékyva pyorre. Riittamaton
sekoittaminen voi heikentda signaalia.

» Sentrifugoi matalan riskin HPV-koetinta hetken, jotta nesteet kertyvat pullon
pohjalle. Napauta kevyesti, jotta se sekoittuisi.

+ Maarita tarvittava koetinseoksen maara (25 pl/koe). Koetinseosta suositellaan
valmistettavan sen verran enemman, etta voidaan korvata mahdollisesti pipetin
karkiin tai pullon reunoihin tarttuva maara. Ks. viitetilavuudet alla olevasta luettelosta.
Jokaisella kayttokerralla suositeltava kuoppien vahimmaismaara on 24. Jos halutaan
kayttda vahemman kuin 24 kuoppaa analyysia kohti, kokeiden kokonaismaara
tarvikesarjaa kohden saattaa jaada pienemmaksi riittdmattémien koettimen ja
koettimen laimentimen maarien vuoksi.

+ Siirra tarvittava maara koettimen laimenninta uuteen kertakayttdiseen sailioon.
Kokeiden maaran mukaan suositellaan joko 5 ml:n tai 15 ml:n pydredpohjaisia
painokorkillisia polypropeeniputkia. Sekoita koetinseoksen (Probe Mix)
valmistamiseksi matalan riskin HPV-koetinta (LowRisk HPV Probe) ja koettimen
laimenninta (Probe Diluent) suhteessa 1:25.
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Kokeiden/liuskojen Koettimen Koetti -
maara laimentimen oettimen maara
48/6 2,0 ml 80,0 pl
24/3 1,0 ml 40,0 pl
Per kuoppa 0,045 ml 1,8 ul

*Naihin arvoihin sisaltyy suositeltu ylimaara.
» Pipetoi matalan riskin HPV-koetin koettimen laimentimeen asettamalla pipetin karki

putken sisdseindmaa vasten juuri nivelkierukan ylapuolelle ja tyhjentamalla sisalto.
Karkea ei saa upottaa koettimen laimentimeen.

» Sekoita perusteellisesti vorteksoimalla enimmaisnopeudella vahintaan 5 sekuntia.
Ndkyvan nestepyodrteen pitda muodostua. Varusta "Matalan riskin HPV-
koetinseos” -merkinnalla ja sailytd puhtaassa, suljetussa astiassa, kunnes se
kaytetdan. Kayttamaton koetinseos on havitettava.

Korkean riskin HPV-
koetinseos

Valmista samalla tavalla kuin edelld on kuvattu matalan riskin HPV-koetinseokselle.
Varusta "Korkean riskin HPV-koetinseos” -merkinnalla. Kayttamaton koetinseos on
havitettava.

Yhdistelmakoetinseos

Valmista matalan riskin ja korkean riskin HPV-koetinseokset edella kuvatulla tavalla.
Lisaa laimennettu matalan riskin HPV-koetinseos kokonaisuudessaan laimennettua
korkean riskin HPV-koetinseosta sisaltdvaan putkeen. Sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla maksiminopeudella vahintaan viiden minuutin ajan. Nakyvan
nestepydrteen pitdd muodostua. Varusta "Yhdistelmakoetinseos”-merkinnalla.
Kayttamaton koetinseos on havitettava.
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Pesupuskuri

Valmista sieppausvaiheen aikana:
Jos kaytit Hybrid Capture System -jarjestelméan levykonepesuria, valmista
pesupuskuri alla kuvatulla tavalla ja sailyta sitd kannellisessa astiassa tai valmista 1 litra
pesupuskuria kerrallaan ja laita se levykonepesurin pesusailiéon. Katso sekoitettavat
maarat seuraavasta taulukosta:

Katso levykonepesurin huolto- ja kdyttdohjeet sen kayttboppaasta.

Varoitus: Pesupuskuritiiviste on myrkyllista nieltyna. Kéyta sopivaa suojavaatetusta,
suojakasineita seka silma- tai kasvosuojainta. Vahenna pesupuskuritiivisteelle altistumista
lisdamalla siihen vetta valmistuksen yhteydessa.

Pesupuskuritiivisteen Tislatun veden tai Pesupuskurin
maara deionisoidun veden maara lopullinen maara
33,3 ml 966,7 ml 11
66,6 ml 19334 ml 21
100 ml 2900 ml 31

Huomautus: Levykonepesurissa pitaa olla aina virta paalla. Talloin huoltohuuhtelut
voidaan suorittaa kahdeksan tunnin kayttamattomyyden jalkeen.

Tarkista ennen kutakin analyysia, ettd automaattisen pesurin jatesailio on tyhja ja
ettd huuhteluallas on taynna tislattua tai deionisoitua vetta.

Levyn manuaalinen pesumenetelma:

. Sekoita puskurikonsentraatti huolella.

. Laimenna pesulaitteessa 100 ml pesupuskurikonsentraattia 2,9 litraan tislattua tai
deionisoitua vetta ja sekoita hyvin (lopullisen maaran on oltava 3 I).

. Sulje sailio, jottei kontaminaatiota tai haihtumista tapahdu.

Valmistettu pesupuskuri pysyy stabiilina kolme kuukautta, kun sita sailytetdan 2-30 °C:n
lampdtilassa. Merkitse siihen uusi viimeinen kayttépaiva. Jos pesupuskuria on sailytetty
jadkaapissa, anna sen lammeta 20-25 °C:een ennen kayttoa.

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

Tunnistusreagenssi | y3)ittomaisti ennen kayttda:

: ja . | Sekoita reagenssi huolellisesti ja mittaa huolellisesti tarvittava maara
unnlstusreagen55| . . . . . e . e
2 tunnistusreagenssi 1:ta tai tunnistusreagenssi 2:ta puhtaaseen sailiéén
seuraavien ohjeiden mukaisesti. Jottei kontaminaatiota tapahdu, naita
reagensseja El SAA siirtaa takaisin alkuperaisiin pulloihin: Havita kayttamatta
jaanyt aine kayton jalkeen. Jos 8-kanavaista pipettia ei kayteta, se voidaan
korvata sopivalla toistoannostelijalla. Tassa tapauksessa reagenssista on otettava
osanaytteet sopivan kokoiseen polypropeeniputkeen, johon mahtuu alla merkitty

tarvittava maara.

Kokeiden/liuskojen Tilavuuden tunnistus,
maara reagenssi 1 tai 2
96/12 Pullon sisaltd
72/9 7,0 ml
48/6 5,0 ml
24/3 3,0 ml
1 koe 0,125 ml
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NAYTTEIDEN OTTAMINEN JA KASITTELY

Kohdunkaulan naytteet, jotka kerattiin ja siirrettiin digene DNA Collection -keruulaitteella (joka koostuu
kohdunkaulan harjasta ja digene Specimen Transport Medium -naytteensiirtoaineesta), tai naytteet, jotka
kerattiin kayttdmalla harjan tapaista keruulaitetta tai yhdessa harjaa ja lastaa ja jotka asetettiin
PreservCyt-liuokseen, tai kohdunkaulan naytteet, jotka kerattiin SurePath-séailontanesteeseen, ovat
ainoita digene HC2 HPV DNA -kokeen kanssa kaytettavaksi suositeltavia naytteitd. Muilla
naytteenottovalineilld otetut tai muissa kuljetusaineissa siirretyt naytteet eivat sovellu tdhan tutkimukseen.
Taman tarvikesarjan suorituskykyominaisuudet on maaritetty vain tdssa mainituille naytteenoton
tarvikesarjoille. Mikali tehdaan kolposkopia, kohdunkaulanaytteet on kerattava ennen etikkahappo- tai
jodikasittelya. Katso digene HC2 DNA Collection Device -laitteen kayttdohjeesta lisatietoja muista
naytteenotto- ja kasittelytoimenpiteista.

KOHDUNKAULANAYTTEET NAYTTEENSIIRTOAINEESSA (STM)

Naytteita voidaan pitda naytteensiirtoaineessa (Sample Transfer Medium, STM) huoneenlammdssa
enintdan kaksi viikkoa, jona aikana niiden toimittaminen koelaboratorioon ei vaadi kylmakuljetusta.
Naytteet tulee lahettda eristetyssad sailiossd joko seuraavan paivan tai kahden paivan toimituksena.
Naytteita sailytetdan laboratoriossa 2—8°C:ssa, jos analysointi tehdadan viikon kuluessa. Jos analyysi
tehdaan yli 1 viikon kuluessa, naytteitd on sailytetddn —20 °C:n lampdtilassa enintdan kolme kuukautta
(katso lisatietoja Kohdunkaulan koepalat -osion Huomautuksia-kohdasta ennen pakastamista.) STM:aan
on lisatty sailontaainetta, joka hidastaa bakteerien kasvua ja pitad DNA:n eheana. Sen tarkoituksena ei
ole elididen tai solujen elinkyvyn sailyttdminen. digene HC2 DNA Collection -ndytteenottolaitetta ei saa
kayttda naytteiden kerddmiseen raskaana olevilta naisilta.

KOHDUNKAULAN KOEPALAT

digene HC2 korkean riskin HPV DNA -kokeella voidaan testata juuri otettuja kohdunkaulan koepaloja,
joiden poikkileikkaus on 2-5 mm. Aseta koepala viipymattd 1,0 mlaan STM:33 ja sailytd sitd
pakastettuina -20 °C:ssa. Koepalanaytteet voidaan |ahettda testauslaboratorioon 2-30 °C:n [dmpétilassa
seuraavaan paivaan mennessa, ja niita sailytetdan -20 °C:ssa, kunnes ne kasitelldan. Halkaisijaltaan alle
2 mm:n kokoisia koepaloja ei saa kayttaa.

Huomautuksia: Korkkien irtoamisen estaminen pakastettuina lahetettavista tai sailytettavista
nayteputkista:
» Peita korkit Parafilm-kalvolla ennen aiemmin pakastettujen nayteputkien Iahettamista. Naytteet
voidaan lahettaa pakastettuina tai 20-25 °C:ssa.
+ Otettuasi naytteet pakkasesta testausta varten vaihda korkkien tilalle valittdmasti Specimen
Collection Tube -naytteenottoputkien kierrekorkit.

KOHDUNKAULANAYTTEET PRESERVCYT-LIUOKSESSA

digene HC2 HPV DNA -kokeessa voidaan kayttaa harjalla otettuja tai harjan ja lastan yhdistelmalla
otettuja naytteitd, jotka on asetettu PreservCyt-liuokseen ThinPrep®-Papa-kokeessa kaytettavien
objektilasien valmistusta varten.Ota naytteet tavalliseen tapaan ja valmistele ThinPrep-Papa-koeliuskat
Hologicin antamien ohjeiden mukaisesti.

Huomautus: PreservCyt-liuosta on oltava vahintdan 4 ml digene HC2 HPV DNA -koetta varten. Alle
4 ml Papa-kokeen valmistelun jalkeen sisaltavat naytteet sisaltavat riittdmattdoman
maaran materiaalia ja voivat aiheuttaa vaaran negatiivisen tuloksen digene HC2 HPV
DNA -kokeessa.

PreservCyt-liuosnaytteitad voidaan sailyttdad kolmen kuukauden ajan 2—30 °C:ssa naytteenoton jalkeen ja
ennen kuin niita kasitelllaan digene HC2 HPV DNA -kokeella. PreservCyt-liuosnaytteita ei voida
pakastaa. Katso lisatietoja naytteiden kasittelysta PreservCyt-liuosnéytteen valmistusmenetelma -
kohdasta.
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KOHDUNKAULANAYTTEET SUREPATH-SAILONTANESTEESSA
(VAIN korkean riskin HPV-DNA-kokeet)

SurePath-naytteiden manuaalinen valmistus tehdaan kayttamalla gradientin jalkeista solupellettia, joka on
saatu SurePath-Papa-koeliuskojen valmistuksesta. SurePath Pap -koeliuskat valmistellaan BD
PrepStain® liuskojen kasittelylaitteen kayttdoppaan mukaisesti.

Tarkeaa: 2,0 ml SurePath-saildontanestetta on pipetoitava jaljelle jAdneen solupelletin sisaltamaan
sentrifugiputkeen heti SurePath-Papa-koeliuskan valmistuksen jalkeen. Nain sailytetdan gradientin
jalkeisen solupelletin eheys digene HC2 HPV DNA -koetta varten.

Gradientin jalkeista solupellettia saa sailyttaa SurePath-sailontédnesteessa enintaan 4 viikkoa 2-30 °C:n
ldmpdtilassa ennen naytteen valmistelua digene HC2 HPV DNA -koetta varten.

SurePath-sailontanesteessa olevat gradientin jalkeiset solupellettinaytteet valmistellaan tassa
kayttdohjeessa kuvatulla tavalla. Manuaalisen naytteen valmistelun tuloksena on denaturoitu nayte, joka
voidaan siirtda kokeen hybridisointivaiheeseen.
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KOEMENETELMA

Naytteet saattavat siséltda tartunnanaiheuttajia, ja ndytteita on kasiteltava asianmukaisesti. digene
HC2 HPV DNA -koe voin suorittaa manuaalisesti taman kayttdohjeen mukaisesti tai kayttamalla Rapid
Capture System -jarjestelmaa suurten naytemaarien tehokkaaseen testaukseen.

RAPID CAPTURE SYSTEM -JARJESTELMAN KAYTTAMINEN SUURTEN NAYTEMAARIEN
TEHOKKAASSA TESTAUKSESSA

Rapid Capture System (RCS) -jarjestelma on yleiskayttdinen automaattinen pipetointi- ja
laimennusjarjestelma, jota voidaan kayttaa digene HC2 HPV DNA -kokeiden kanssa suurten
naytemaarien tehokkaaseen testaukseen. Jarjestelmalla voidaan kasitellda enimmilldan 352 naytetta
kahdeksassa tunnissa, mihin sisaltyy 3,5 tunnin jakso, jonka aikana kayttajan ei tarvitse tehda mitaan; 13
tunnissa voidaan tuottaa enintdan 704 naytetulosta. Naytteiden denaturointi koetta varten tehdaan
erillaan RCS-jarjestelmasta ennen naytteiden laittamista RCS-alustaan. Lisaksi
kemiluminesenssisignaalin tunnistus ja tulosten raportointi tapahtuvat erillisellda DML-laitteella seka
manuaalisessa testauksessa ettd RCS-jarjestelmassa tehtivassa automaattisessa testauksessa. digene
HC2 HPV DNA -kokeen menetelmavaiheet suoritetaan samassa jarjestyksessa kuin manuaalisessa
koemenetelmassa. RCS-sovellus mahdollistaa enintdan neljan mikrolevyn kasittelyn lomittain, jolloin
kukin mikrolevy sisaltaa naytteet ja tarvittavat analyysin kalibraattorit ja laatukontrollit.

Jos kaytat Rapid Capture System -jarjestelmaa, katso laitteen mukana toimitetusta Rapid Capture
System -jdrjestelman kdyttéoppaasta seka tasta kayttoohjeesta tarvittavat tiedot menetelmista ja
niiden kuvauksista.

MANUAALINEN MENETELMA

Valmistelut
1. Jos kaytéssa on Microplate Heater | -lammitinlaite, anna sen tasapainottua

kylmakaynnistyksen jdlkeen vdhintaan 60 minuutin ajan 65 * 2 °C:seen. Katso lisatietoja
Microplate Heater | -kayttdoppaasta.

2. Varmista, etta vesihauteen lampdétila on 65°C ja etta vetta on niin paljon, etta koko nayteputkien
sisaltod peittyy.

3. Ota naytteet ja kaikki tarvittavat reagenssit jadkaapista ennen analyysin aloittamista. Anna
niiden lammeta 20-25 °C:n lampétilaan 15-30 minuutin ajan.

Huomautus: Valmista PreservCyt-liuosnaytteet ja SurePath-naytteet ennen aiemmin
denaturoitujen naytteiden ja yhdistelmavalmisteen reagenssin huoneenlampdisiksi
[ABmmittamista.

4. Luo analyysilevyasettelu digene-analyysiohjelmistolla. Katso levyasettelun luomisohjeet kyseisen
ohjelmiston kayttboppaasta.

5. Aseta kalibraattorit, laatukontrollit ja testattavat naytteet nayteputkitelineeseen siina
jarjestyksessa, jossa ne on tarkoitus tutkia. Negatiivinen kalibraattori, matalan riskin HPV-
kalibraattori ja korkean riskin HPV-kalibraattori on testattava ENSIN. Negatiivinen
kalibraattori (NC), matalan riskin HPV-kalibraattori (LRC) tai korkean riskin HPV-kalibraattori
(HRC), matalan riskin laatukontrolli (QC1-LR) ja korkean riskin laatukontrolli (QC2-HR) ja
naytteiden ajo suoritetaan kahdeksan mikrolevykuoppapalstan kokoonpanossa. Katso alla oleva

esimerkkiasettelu.
Asetteluesimerkki 24 mikrolevyn kuopan ajoa varten:
Rivi Palsta
1 2 3
A NC Nayte 1 Nayte 9
B NC Nayte 2 Nayte 10
C NC Nayte 3 Nayte 11
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D LRC tai HRC Nayte 4 Nayte 12
E LRC tai HRC Nayte 5 Nayte 13
F LRC tai HRC Nayte 6 Nayte 14
G QC1-LR Nayte 7 Nayte 15
H QC2-HR Nayte 8 Nayte 16

6. Jos kaytat yhdistelmakoetinseosta (CPC) kayttavaa menetelmas, testaa NC, LRC ja HRC

kolmena rinnakkaiskokeena yhdistelmakoetinseoksen kanssa samalla mikrolevylla. Kayta
kuoppia A1, B1 ja C1 NC:ta varten ja kuoppia D1, E1, F1, G1, H1 ja A2 LRC:ta ja HRC:ta varten.
Kayta kuoppia B2 ja C2 QC1-LR- ja QC2-HR-laatukontrolleja varten seka naytteita varten
aloittaen D2:sta. CPC-menetelmaa ei ole varmennettu kaytettavaksi Rapid Capture System -
jarjestelmassa.

Suorita kahden koettimen menetelmassa matalan riskin HPV-koetinseoskokeet mikrolevyn
vasemmanpuoleisessa ja korkean riskin HPV-koetinseoskokeet oikeanpuoleisessa osassa.

Testaa ENSIN negatiivinen kalibraattori (NC) ja matalan riskin kalibraattori (LRC) kolmena
rinnakkaiskokeena matalan riskin HPV-koetinseoksella. Testaa sen jalkeen myds laatukontrollit
(QC1-LR ja QC2-HR) ja naytteet yksitellen, mydskin matalan riskin HPV-koetinseoksella. Laita
NC-replikaatit A1:een, B1:een, C1:een; LCR-replikaatit D1:een, E1:een, F1:een; laita QC1-LR
G1:een; laita QC2-HR H1:een; ja naytteet aloittaen A2:sta.

Testaa SEURAAVAKSI NC ja korkean riskin kalibraattori (HRC) kolmena rinnakkaiskokeena
korkean riskin HPV-koetinseoksella. Testaa sen jalkeen QC1-LR ja QC2-HR-naytteet yksitellen,
mydskin korkean riskin HPV-koetinseoksella. Laita NC-replikaatit A7:4an, B7:4an, C7:4an; HRC-
replikaatit D7:4an, E7:4an, F7:4an; laita QC1-LR G7:4an; laita QC2-HR H7:3an ja naytteet
aloittaen A8:sta. Ks. edelld oleva esimerkkiasettelu.

Katso kalibraattorin, laatukontrollin ja naytteiden valmistelujen ohjeet asianmukaisen ohjelmiston
kayttdoppaasta.

Voit vaihtoehtoisesti kayttaa kahta eri mikrolevya matalan riskin ja korkean riskin HPV-koettimella
testattuihin kalibraattoreihin, laatukontrolleihin ja naytteisiin. Testaa NC ja LRC kolmena
rinnakkaiskokeena ja QC1-LR sekd QC2-HR yksittain matalan riskin HPV-koetinseoksella
toisessa mikrolevyssa, testaa NC sekd HRC kolmena rinnakkaiskokeena ja testaa QC1-LR seka
QC2-HR yksittain korkean riskin HPV-koetinseoksella toisessa mikrolevyssa. Kaytd NC:ta varten
kuoppia A1, B1 ja C1 ja LRC:ta tai HRC:ta varten kuoppia D1, E1 ja F1. Kayta kuoppaa G1 QC1-
LR-kontrollille ja kuoppaa H1 QC2-HR-laatukontrollille.

Jos kaytat yhdistelmakoetinseosta kayttavaa menetelmaa, voit testata naytteet yksittain
yhdistelmakoetinseoksella tai yksittédin matalan riskin HPV-koetinseoksella ja yksittain korkean
riskin HPV-koetinseoksella, jos kaytat kahden koettimen menetelmaa.

DENATUROINTI

Huomautuksia:

Varoitus: Denaturointireagenssi on syovyttavaa. Ole varovainen ja kayta
puuterittomia-hansikkaita kasittelyn aikana.

Tarkeaa: Jotkut kohdunkaulanaytteet voivat siséltéda verta tai muuta biologista materiaalia, joka
voi peittda varimuutokset denaturointireagenssin lisddmisen jalkeen. Oikeaa varimuutosta ei
valttdmattad huomata tédssa vaiheessa naytteista, jotka ovat tummanvarisia ennen
denaturointireagenssin lisdamista. Naissa tapauksissa oikean varimuutoksen nakymattdmyys ei
vaikuta analyysin tuloksiin. Asianmukainen sekoittuminen voidaan varmistaa tarkkailemalla
kalibraattorien ja laatukontrollien varimuutosta.

Jos denaturointi- ja hybridisointivaiheiden aikana kaytetaan vesihaudetta, varmista, etta
vesihauteessa on riittdvasti vetta niin, ettd koko nayteputkessa oleva naytemaara on veden alla.
Kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet voidaan valmistaa denaturointivaineeseen saakka, ja niita
voidaan sailyttda 2-8 °C:ssa yon yli tai —20 °C:ssa enintdan kolmen kuukauden ajan. Enintdan
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kolme pakastus-sulatusjaksoa on sallittu niin, etta naytteet ovat enintaan 2 tuntia
huoneenlammaossa kunkin sulatusjakson aikana. Sekoita hyvin ennen kayttoa.

Denaturoinnin ja inkuboinnin jalkeen naytteitd ei enaa pideta tartuntavaarallisina.
Laboratoriohenkilokunnan on kuitenkin noudatettava maakohtaisia ja paikallisia varotoimenpiteita.
Ala poista naytteenottovalinettd ennen denaturointia.

Vaarien positiivisten tulosten valttamiseksi on ratkaisevan tarkeaa, ettd koko kalibraattori,
laatukontrolli  ja  STM-nayte  joutuu  kosketuksiin  denaturointireagenssin  kanssa.
Denaturointireagenssin lisaamisen jalkeinen sekoittaminen on kriittinen vaihe: Varmista, etta
Multi-Specimen Tube Vortexer 2 -laitteen asetuksena on 100 (enimmadisnopeus) ja ettd
sekoituksen aikana putkessa ndkyy nestepyoérre, joka huuhtelee putken koko sisdpinnan.
Jos vorteksointi tapahtuu manuaalisesti, varmista, ettd jokainen kalibraattori,
laatukontrolli ja ndyte sekoitetaan yksitellen vorteksoimalla kutakin vahintdan viiden
sekunnin ajan maksiminopeudella siten, ettd nestepydrre pesee putken sisdpinnan
kauttaaltaan, minka jdlkeen putki kdannetaan kerran.

Kalibraattoreiden, laatukontrollien ja STM-naytteiden valmistus

1.

Poista ja havita kalibraattoreiden, laatukontrollien ja STM-nayteputkien korkit.

Huomautus: Nayteputkista poistetut tulpat ovat mahdollisia infektiolahteita. Niiden
havittdmisessa tulee noudattaa kansallisia/paikallisia maarayksia.

Pipetoi denaturointireagenssia seka ilmaisinvaria kuhunkin kalibraattoriin, laatukontrolliin tai STM-
naytteeseen toistoannostelijalla tai saadettavalla pipetilla. Varo koskettamasta putken reunoja,
silla se voisi johtaa naytteiden ristikontaminaatioon. Tarvittavan denaturointireagenssin maara on
puolet naytteen maarasta. Kalibraattori-, laatukontrolli- ja naytetyyppikohtaiset tarkat tilavuudet on
annettu alla olevassa taulukossa.

Laimenna jiljella oleva denaturointireagenssi pullossa ennen havitysta kansallisten ja
paikallisten laboratorion tydoskentelykédytédntéjen mukaisesti.

Kalibraattori, laatukontrolli tai nayte Denatur_omtlreag-('en"ssm
tarvittava maara

Negatiivinen kalibraattori 1000 pl

Matalan riskin tai korkean riskin HPV- 500 pl

kalibraattori

Matalan riskin  tai korkean riskin 500 pl

laatukontrollit

Kohdunkaulandytteet 500 pl

Sekoita naytteet toisella seuraavista menetelmista.

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 -menetelmé

Huomautus: digene HC2 DNA Collection -keruulaitteen naytteet, jotka sekoitetaan MST
Vortexer 2 -laitteella, on hybridisoitava hybridisointimikrolevyad ja Microplate
Heater | -menetelmaa kayttaen.

a) Peita kalibraattori-, laatukontrolli- ja STM-nayteputket DuraSeal Tube Sealer -kalvolla
vetamalla kalvo telineessa olevien putkien paalle.

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

c) Aseta teline Multi-Specimen Tube Vortexer 2 -laitteeseen ja kiinnita teline puristimella.
Varmista, ettd nopeusasetus on 100 (enimmaisnopeus), ja kytke vorteksointilaitteen virtakytkin
ON (Paalle) -asentoon. Vorteksoi putkia 10 sekuntia.

Manuaalinen yksittaisten putkien vorteksointimenetelma

a) Sulje kalibraattori-, laatukontrolli- ja STM-nayteputket puhtailla ndytteenottoputkien
kierrekorkeilla.
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b) Sekoita jokaista putkea erikseen vorteksoimalla suurella nopeudella 5 sekuntia.
c) Kaanna kaikki nayteputket kerran, jotta neste huuhtelee putken, korkin ja reunan sisapinnat.
d) Aseta putki takaisin telineeseen.

Huolimatta siitd, kumpaa vorteksointimenetelmaa kaytetdan, jokaisessa putkessa on
sekoittamisen aikana oltava nidkyva nestepyorre, joka pesee putken sisdapinnan
kauttaaltaan. Kalibraattoreiden, laatukontrollien ja naytteiden varin tulee muuttua violetiksi.

4. Inkuboi putkia telineessa 65 + 2 °C:ssa vesihauteessa 45 + 5 minuuttia (denaturoidut
kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet voidaan testata heti tai varastoida edella olevien
huomautusten mukaisesti). Valmista HPV-koetinseos (tai -koetinseokset) tdman inkuboinnin
aikana. Ks. Reagenssien valmistus ja séilytys.

PreservCyt-liuosnaytteen valmistusmenetelma

Huomautuksia:

Katso taydelliset tiedot digene HC2 Sample Conversion Kit -kayttéohjeesta.

Kasittelemalla yksi 4 ml:n osanadyte PreservCyt-liuosta saadaan riittdva maara kahteen manuaalisesti
suoritettavaan kokeeseen. Kasiteltavan maaran on oltava vahintaan 4 ml.

Valmista PreservCyt-liuosnaytteet enintdan 36 naytteen erissa, sillda muuten pelletit saattavat irrota
supernatanttia dekantoitaessa. Tama on tarkeaa solupelletin eheyden sailyttdmiseksi
dekantoimisvaiheen aikana. Jos valmistat useampia PreservCyt-liuospulloja, ala aloita niiden
valmistusta ennen kuin ensimmaisen eran valmistus on tehty.

Reagenssin valmistus

Kayta joko denaturointireagenssia (DNR), joka on toimitettu digene HC2 HPV DNA -kokeen mukana
(katso Reagenssin valmistus ja séilytys), tai digene HC2 Sample Conversion Kit -tarvikesarjan mukana
toimitettua NDR-reagenssia. Valmista digene HC2 Sample Conversion Kit -tarvikesarjan mukana
toimitettu DNR lisdamalla DNR-pulloon 3 pisaraa ilmaisinvaria. Liuoksen tulee olla variltdan tasaisen
tumma violetti. Kayta taulukkoa 1 maaravaatimusten maarittamiseen.

Taulukko 1
Tarvittavat maarat: Reagenssin valmistus

PreservCyt-
Kokeiden liuoksen Sekoituspuskurin
lukumaara maara maara
1-2 4 mi 0,4 ml
3 6 ml 0,6 ml
4 8 mi 0,8 ml
5 10 ml 1,0 ml
6 12 ml 1,2 ml

Merkitse naytteen tunnusnumero digene HC2 Sample Conversion Tube -putkeen, 10 mi:n korkilliseen
Sarstedt-kartioputkeen tai 15 ml:n VWR- tai Corning-merkkiseen kartioputkeen.

Naytteiden kasittely yksi kerrallaan:
a. Ravistele PreservCyt-pulloa voimakkaasti kasin, kunnes solut nayttavat jakautuneen tasaisesti.

b. Koska solut laskeutuvat nopeasti, pipetoi valittdtmasti haluttu maara PreservCyt-naytetta valmiiksi
merkittyyn putkeen. Annostele PreservCyt-liuos kartiopohjaisen putken pohjalle, jotta soluaines ei
kiinnity putken sisapinnalle.

Lisda sopiva maara Sample Conversion Buffer -puskuria jokaiseen putken (katso taulukko 1).
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4. Aseta korkit paikoilleen ja sekoita kunkin putken sisaltda perusteellisesti astialla varustetussa vortex-
sekoittimessa.

Huomautus: MST Vortexer 2 -menetelmaa ei ole varmennettu PreservCyt-liuosnaytteiden Sample
Conversion Buffer -puskurin kanssa vorteksointiin ennen sentrifugointia, ja siksi sita ei
saa kayttaa tassa vaiheessa.

5. Sentrifugoi putkia Swing-bucket-roottorilla varustetussa sentrifugissa 2 900 £ 150 x g:n kiihtyvyydella

15 £ 2 minuuttia.

6. Valmista sentrifugoinnin aikana naytteen siirtoaineen ja denaturointireagenssin seos (STM-DNR)
suhtessa 2:1 taulukon 2 mukaisesti.

Huomautus: Kunakin testauspaivana on valmistettava uusi STM/DNR-seos.
a. Tarvittavan STM-DNR-seoksen kokonaismaaran maarittdmisessé vertailukohteena toimii

PreservCyt-liuosnaytteen aloitusmaara, ja STM:n ja DNR:n putkikohtaiset maarat kerrotaan
kasiteltavien naytteiden maaralla (katso taulukko 2).

Taulukko 2
Tarvittavat maarat: STM/DNR
STM-maara

putkea kohti DNR-maara Putkeen

lopullista putkea kohti lisatyn
PreservCyt- STM/DNR- lopullista STM/DNR-

Kokeiden liuoksen seosta STM/DNR- seoksen
lukumaara maara varten* seosta varten* maara
1-2 4 ml 120 ul 60 pl 150 ul
3 6 ml 170 ul 85 225
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 ul 135 yl 375 ul
6 12 ml 320 ul 160 pl 450 pl

* Naissa sarakkeissa mainittuja maaria ei saa suoraan lisata nayteputkeen.
b. Sekoita liuos perusteellisesti vorteksoimalla.

7. Poista putket sentrifugista yksitellen ja aseta ne telineeseen tai sekoitustelineeseen. Jokaisen putken
pohjalla on oltava vaaleanpunainen/oranssi pelletti.
Huomautus: naytteet, joissa ei ndy pellettia sentrifugoinnin jalkeen, eivat kelpaa testaukseen, ja ne
on havitettava.

8. Kasittele jokainen putki yksitellen ja toimi seuraavasti:
a. Poista putken korkki ja aseta se puhtaalle nukkaamattomalle paperiliinalle.

b. Dekantoi supernatantti varovasti.

c. Pida putki kdannettyna ja blottaa varovasti (noin kuusi kertaa) imukykyisiin nukkaamattomiin
paperipyyhkeisiin, kunnes putkesta ei enaa tipu nestetta. Kayta joka kerralla puhdasta pyyhkeen
kohtaa. Varo, etteivat solupelletit liu'u putken pohjaan blottauksen aikana.

Huomautuksia:

e Al4 blottaa putkea useammin kuin yhden kerran imukykyisen nukkaamattoman
paperipyyhkeen samaan kohtaan.

o On tarkeaa poistaa mahdollisimman suuri maara PreservCyt-liuosta blottauksessa. On
kuitenkin normaalia, ettd PreservCyt-liuosjaamia nakyy blottauksen jalkeen.

d. Aseta putki telineeseen tai sekoitustelineeseen.
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VORTEKSOINTI JA DENATUROINTI
Manuaalinen vorteksointimenetelma

Lisda sopiva maara STM-DNR-seosta jokaiseen pellettiin (taulukko 2). Sulje putket korkilla ja
suspendoi pelletit vorteksoimalla kutakin putkea yksitellen maksiminopeudella vahintaan 30 sekunnin
ajan. Jos pelletin suspendoiminen uudelleen on hankalaa, vorteksoi viela 10-30 sekuntia tai kunnes
pelletti irtoaa putken pohjasta. Jos pelletti ei ole liuennut lisdvorteksoinnin jalkeen (yhteensa enintaan
2 minuuttia), merkitse naytteen tunnistekoodi muistiin ja jatka seuraavaan vaiheeseen.

Aseta putket telineeseen.

Aseta teline 65 + 2 °C:seen vesihauteeseen 15 + 2 minuutiksi. Varmista, etta vetta on riittavasti
peittdmaan kaiken putkien sisaltdman nesteen.

Poista naytteet sisaltava teline vesihauteesta ja vorteksoi naytteita yksitellen 15-30 sekuntia.

Huomautus: Varmista tdssa vaiheessa, etta kaikki pelletit ovat tdysin suspendoituneet.
Naytteet, joissa viela nakyy pelletteja, eivat kelpaa testattaviksi, ja ne on havitettava.

Laita teline takaisin 65 + 2 °C:seen vesihauteeseen ja jatka denaturointia viela 30 + 3 minuuttia.

Jatka hybridisointivaiheeseen tai katso Vaihtoehtoinen pyséhtymiskohta -kohdasta lisatietoja
denaturoitujen naytteiden varastoinnista ja kasittelysta.

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 -menetelma

Huomautuksia:

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 -menetelma on varmennettu PreservCyt-liuosnaytteiden
kasittelyyn sentrifugoinnin ja supernatantin dekantoinnin jalkeen.

Vain MST Vortexer 2 on suunniteltu kaytettavaksi PreservCyt-liuosnaytteiden kasittelyssa.

Sekoitusteline ja kansi on suunniteltu erityisesti niin, etta siihen voidaan sijoittaa digene HC2 Sample
Conversion Tube -putkia (sekd VWR- tai Corning-merkkisia 15 ml:n kartioputkia). Sekoitustelineessa
saa kayttaa vain yhta putkityyppia kerrallaan. Muita tuotemerkkeja ei ole varmennettu kaytettavaksi
tassa.

Sekoitustelineelle ja telineen kannelle maaritettyja vorteksointiaikoja tulee noudattaa tarkasti.

Sekoitustelinetta ja kantta ei voi kayttaa vorteksoitaessa digene HC2 DNA Test -tarvikesarjan
kalibraattoreita tai laatukontrolleja. STM-putkien korkeus estaa kunnollisen vorteksoinnin
sekoitustelinettd ja kantta kaytettaessa.

Kun olet blotannut jokaisen merkityn 15 ml:n kartioputken, aseta jokainen putki oikeaan paikkaan
sekoitustelineeseen.

Lisda sopiva maara STM-DNR-seosta jokaiseen pellettiin (taulukko 2).

Peitd 15 ml:n kartioputket DuraSeal-putkitiivistekalvolla vetdmalla kalvo telineessa olevien putkien
paalle.

Aseta telineen kansi kalvon peittdmien putkien paalle ja lukitse se paikoilleen kahdella
reunapidikkeelld. Leikkaa kalvo leikkurilla, kun kansi on Kiinnitetty kunnolla.

Kaanna punainen kasivipu yldspain vaaka-asentoon.

Aseta sekoitusteline ja kansi MST Vortexer 2 -laitteeseen niin, etta sekoitustelineen suurin lovettu
kulma sijaitsee oikeassa etukulmassa. Aseta teline ja kansi MST Vortexer 2 -alustalle niin, etta ne
ovat tukevasti kiinni ohjaimissa. Lukitse sekoitusteline paikalleen painamalla punainen kasivipu
alaspain pystyasentoon. Tama lukitsee telineen paikalleen.

Varmista, ettd nopeusasetuksena on 100 (enimmaisnopeus) ja sykayskytkin on OFF (Pois) -
asennossa.

Kaanna vorteksointilaitteen virtakytkin ON (Paalla) -asentoon. Vorteksoi putkia 30 sekuntia.
Kytke vorteksointilaitteen virtakytkin OFF (Pois) -asentoon.
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11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.
19.

20.
21.
22.

Poista sekoitusteline ja telineen kansi MST Vortexer 2:sta nostamalla punakahvainen vipu ylés.

Aseta teline 65 £ 2 °C:n vesihauteeseen 15 + 2 minuutin ajaksi. Varmista, ettd putkien sisaltdma
neste on kokonaan vedenpinnan alapuolella.

Ota naytteet sisaltdva teline pois vesihauteesta 15 minuutin inkuboinnin jalkeen.
Roiskeiden valttdmiseksi kuivaa liika vesi, ennen kuin asetat sen MST Vortexer 2 -laitteeseen.
Kiinnita sekoitusteline ja kansi MST Vortexer 2 -laitteeseen vaiheen 6 mukaisesti.

Varmista, ettd nopeusasetus on 100, ja kytke vorteksointilaitteen virtakytkin ON (Paalle) -asentoon.
Vorteksoi putkia 1 minuutin ajan.

Kaanna vorteksointilaitteen virtakytkin OFF (Pois) -asentoon.

Huomautus: MST Vortexer 2 -menetelmassa kaytetaan vakioitua sekoitusnopeutta, -aikaa ja -tapaa,
joten solupelletteja ei tarvitse tarkistaa siiméamaaraisesti kuten manuaalisessa vorteksoinnissa.

Laita sekoitusteline takaisin 65 £ 2 °C:seen vesihauteeseen ja jatka denaturointia vield
30 = 3 minuuttia.

Poista teline vesihauteesta, kuivaa teline ja kiinnita se vorteksointilaitteeseen.

Kytke vorteksointilaitteen virtakytkin ON (Paalla) -asentoon. Vorteksoi 10 sekuntia
enimmaisasetuksella.

Kytke vorteksointilaitteen virtakytkin OFF (Pois) -asentoon. Ota teline pois.
Ota telineen kansi ja DuraSeal-putkitiivistekalvo pois naytteista.

Jatka hybridisointivaiheeseen tai katso Vaihtoehtoinen pyséhtymiskohta -kohdasta lisatietoja
denaturoitujen naytteiden varastoinnista ja kasittelysta.

SurePath-naytteen valmistelumenetelma (VAIN korkean riskin HPV DNA -testaus)

Toimi seuraavasti sytologisen kasittelyn jalkeen:

1.

Varmista, etta havaittu nestemaara on 2,8 ml.

HUOMIO: jos jiljelle jaanyt solupelletti vaikuttaa sisaltavan alle 1 ml nestetta, on mahdollista,
ettei SurePath-sadilontaainenestetta lisatty sytologian jdlkeen ja ettd nayte El
sovellu testattavaksi korkean riskin HPV:n DNA-testauksella.

Varmista, ettd naytteiden lampétila on tasapainottunut huoneenlampddn.

Sentrifugoi naytettd swing-bucket-roottorilla varustetussa sentrifugissa 800 + 15 x g:n kiihtyvyydella
10 £ 1 minuuttia.

Poista putket sentrifugista.

Dekantoi supernatantti varovasti valittémasti sentrifugikasittelyn jalkeen ja blottaa jokaista putkea
varovasti imukykyisilla paperipyyhkeilla ylimaaraisen nesteen poistamiseksi (noin kolme kertaa).
Tarkkaile kunkin putken pellettia. Varo, etteivat solupelletit liu'u putken pohjaan blottauksen
aikana.

Aseta putket telineeseen.
Lisda 200 pl STM:4a jokaiseen pellettiin toisto- tai sdadettavalla pipettorilla.
Huomautus: putket voivat sekaantua ilman korkkeja.

Suspendoi jokainen pelletti uudelleen vorteksoimalla jokaista putkea erikseen 15 sekunnin ajan suurella
nopeudella. Jos pelletin suspendointi on vaikeaa, vorteksoi viela 5-30 sekuntia tai kunnes pelletti kelluu
irti putken reunoista ja nayttaa liukenevan.

Pipetoi 100 pl valmisteltua denaturointireagenssia (jossa on ilmaisinvaria) jokaiseen naytteeseen
kayttaen toisto- tai sdadettavaa pipettia.
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HUOMIO: Varo koskettamasta putken reunoja, silla se voisi johtaa naytteiden
ristikontaminaatioon.

Jos jaljella oleva denaturointireagenssi havitetdaan, noudata paikallisia syovyttavien aineiden
poistomaarayksia.

10. Sekoita jokainen putki perusteellisesti vorteksoimalla niité erikseen suurella nopeudella 5 sekunnin ajan.
Huomautus: putket voivat sekaantua ilman korkkeja.

Merkitse jokaiseen 15 ml:n kartioputkeen naytetunniste ja tyyppi (esim. "SP” SurePath-naytteelle) ja
aseta putket telineeseen.

Huomautus: Jos kaytat Rapid Capture System -jarjestelmaa puoliautomaattisessa analyysin kasittelyssa,
kayta aina VWR- tai Corning-merkkisia 15 ml:n kartioputkia, jotta naytteet tulevat oikein
digene -sekoitustelineeseen (hopeinen teline).

11. Siirra koko putken sisaltdé 15 ml:n kierrekorkilla varustettuun kartioputkeen kertakayttdiselld 7 -ml:n
vakiokarkisella siirtopipetilla tai muulla vastaavalla'.

12. Laita korkki kaikkiin 15 ml:n kartioputkiin.
13. Inkuboi 65 * 2 °C:ssa vesihauteessa 90 + 5 minuuttia.

HUOMIO: tama inkubointiaika on muille hyvaksytyille ndytetyypeille vaadittua aikaa
pidempi.

14. Jos HPV-testaus suoritetaan samana paivana, denaturoi digene HC2 DNA -kokeen kalibraattori
tdman kayttéohjeen mukaisesti.

15. Poista nayteteline vesihauteesta.

Vaihtoehtoinen pysahtymiskohta

Denaturoinnin jalkeen STM-naytteita ja muunnettuja PreservCyt- ja SurePath-naytteita voidaan sailyttaa
2-8 °C:ssa seuraavaan paivaan tai —20 °C:ssa enintaan kolme kuukautta. Kun naytteita sailytetaan
jadkaapissa yon yli, ne voidaan jattaa sekoitustelineeseen DuraSeal-kalvolla ja telineen kannella
peitettyind. Ennen naytteiden sailyttdmistd —20 °C:ssa on telineen kansi ja DuraSeal-kalvo poistettava
naytteista ja nayteputket suljettava korkeilla. Naytteiden on kummassakin tapauksessa annettava
ld&mmetd huoneenlampddn (20-25 °C) ja vorteksoitava perusteellisesti ennen hybridisointivaiheeseen
jatkamista.

Huomautus: 313 sailyta tai kuljeta denaturoituja naytteita kuivajaassa.

Enintdan kolme pakastus-sulatusjaksoa on sallittu niin, etta naytteet ovat enintaan 2 tuntia
huoneenlammadssa kunkin sulatusjakson aikana.

HYBRIDISOINTI: YHDISTELMAKOETINSEOSTA (CPC) KAYTTAVA MENETELMA JA KAHDEN
KOETTIMEN MENETELMA

Huomautuksia:

o HPV-koetinseokset ovat viskooseja. Varmista, ettd koetinseos sekoitetaan perusteellisesti ja etta
koko tarvittava maara annostellaan jokaiseen mikrolevyn kuoppaan. Katso lisatietoja Reagenssien
valmistus ja sdilytys -kohdasta.

e Jos denaturoitua naytetta on sailytetty —20 °C:ssa, anna naytteen lammeta 20-25 °C:seen ja
vorteksoi nayte perusteellisesti ennen hybridisoinnin jatkamista.

e Lammita Microplate Heater | -laitetta etukateen vahintadan 60 minuutin ajan 65 £ 2 °C:ssa. Katso
tarvittaessa lisatietoja Microplate Heater | -kayttdoppaasta.

! QIAGEN-varmennuskokeissa kaytettin VWR:n 15 ml:n kartioputkia

23



Hybridisointimenetelma, jossa kdytetaan hybridisointimikrolevya ja Microplate Heater I:ta

Huomautus: digene HC2 DNA Collection -keruulaitteella STM:8an keratyt, MST Vortexer 2 -
menetelmalld kasitellyt ndytteet voidaan hybridisoida vain Microplate Heater | -
menetelmalla.

1. Varusta hybridisointimikrolevy tunnistusmerkinnalla.

2. Poista inkuboinnin jalkeen kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet vesihauteesta. Jos kaytéssa on
Multi-Specimen Tube Vortexer 2, vorteksoi koko STM-naytetelinettad vahintdan 5 sekuntia
enimmaisnopeusasetuksella. Vorteksoi PreservCyt- tai SurePath-naytteiden koko sekoitusteline
vahintdan 10 sekunnin ajan maksiminopeudella. Vorteksoi vaihtoehtoisesti putkia yksitellen
vahintaan viiden sekunnin ajan.

3. Pipetoi 75 pl seka kalibraattoria, laatukontrollia ettd naytetta tyhjan hybridisointimikrolevyn kuopan
pohjalle Valmistelut-kohdassa kuvatun levyasettelun mukaisesti. Valta koskettamasta kuoppien
sivuja ja pyri rajoittamaan ilmakuplien syntymista. Kayta kalibraattoreiden, laatukontrollien tai
naytteiden ristikontaminaation estamiseksi kuhunkin siirtoon puhdasta, erikoispitkaa
pipetinkarkea. Naytteenottovalinetta ei saa poistaa naytteenkuljetusputkesta. Denaturoidut
naytteet voidaan sulkea naytteenottoputkien kierrekorkeilla ja sailyttda yhdessa putkiin jaavien
naytteenottovalineiden kanssa. Denaturoidut PreservCyt-naytteet voidaan sulkea uudelleen
alkuperaisilla korkeillaan.

Huomautus: Virheellisia positiivisia tuloksia voidaan saada, jos naytteita ei siirretd varovasti.
Naytteen siirron aikana pipetin karki ei saa koskettaa putken sisapintaa 75 pl:n
osandytettd otettaessa.

4. Siirrettyasi viimeisen naytteen peita levy levyn kannella ja inkuboi hybridisointimikrolevya
10 minuuttia 20-25 °C:n lampdétilassa.

5. Ota valmistetusta ja perusteellisesti sekoitetusta koetinseoksesta osanayte kertakayttdiseen
reagenssisailioon. Pipetoi varovasti 25 pl koetinseosta jokaiseen kalibraattoreita, laatukontrolleja
ja naytteita sisaltdvaan kuoppaan 8-kanavaisella pipetilla. Kayta uutta karkea jokaiselle riville.
Koetin annostellaan hybridisointikuoppiin takaisin roiskumista valttaen. Varo koskettamasta
kuoppien seinamiin. Laita mikrolevyn kansi mikrolevylle denaturointi-inkuboinnin ajaksi.

6. Peita hybridisointimikrolevy levyn kannella ja ravistele sitéd 3 + 2 minuuttia Hybrid Capture System
Rotary Shaker | -laitteessa 1 100 + 100 kierroksen minuuttinopeudella . Kalibraattorien,
laatukontrollien ja néytteiden on muututtava keltaisiksi ravistelun jélkeen. Violetin variseksi
jaavissa kuopissa ei ehka ole ollut tarpeeksi koetinseosta. Lisaa viela 25 ul koetinseosta
violeteiksi jaaneisiin naytteisiin ja ravistele uudelleen. Jos kuopat jaavat violeteiksi taman
menetelman suorittamisen jalkeen, naytteet on testattava uudelleen.

Huomautuksia:

*  PreservCyt-liuosnaytteiden tulee ravistamisen jalkeen muuttua vaaleanpunaisiksi eika
keltaisiksi.

* Kun asetat hybridisointimikrolevyn Microplate Heater | -laitteeseen, varmista, ettei ainetta
[&iky yli.

7. Inkuboi ennalta kuumennetussa ja 65 * 2 °C:seen sdadetyssa Microplate Heater | -laitteessa
60 + 5 minuuttia.

Hybridisointimenetelma mikroputkia ja vesihaudetta kayttien

Huomautuksia:
+ digene HC2 DNA Collection -keruulaitteella STM:aan kerattyjen naytteiden kasittelyd MST
Vortexer 2 -menetelman mukaisella sekoituksella ja vesihaudemenetelman mukaisella
hybridisoinnilla ei ole varmennettu. digene HC2 DNA Collection -keruulaitteella STM:8an
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keratyt, MST Vortexer 2 -menetelmalld kasitellyt ndytteet voidaan hybridisoida vain
Microplate Heater | -menetelmalla.

» Jos denaturoitua naytetta on sailytetty —20 °C:ssa, anna naytteen lammeta 20-25 °C:seen ja
vorteksoi ndyte perusteellisesti ennen hybridisoinnin jatkamista.

1. Merkitse tarvittava maara puhtaita hybridisointimikroputkia ja aseta ne mikroputkitelineeseen.

2. Poista kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet vesihauteesta inkuboinnin jalkeen. Vorteksoi
kutakin putkea erikseen vahintaan viiden sekunnin ajan juuri ennen osanaytteiden ottamista.

3. Pipetoi 75 pl seka kalibraattoria, laatukontrollia ettd naytetta tyhjan hybridisointimikrolevyn
pohjalle Valmistelut-kohdassa kuvatun levyasettelun mukaisesti. Valta koskettamasta
mikroputken seinamia ja pyri rajoittamaan ilmakuplien syntymista. Kayta kalibraattoreiden,
laatukontrollien tai naytteiden ristikontaminaation estamiseksi kuhunkin siirtoon puhdasta,
erikoispitkaa pipetinkarkea. Naytteenottovalinetta ei valttamatta tarvitse poistaa
naytteenkuljetusputkesta. Denaturoidut naytteet voidaan sulkea naytteenottoputkien
kierrekorkeilla ja sailyttda yhdessa putkiin jaavien naytteenottovalineiden kanssa.

Huomautus: Virheellisia positiivisia tuloksia voidaan saada, jos naytteita ei siirretd varovasti.
Naytteen siirron aikana pipetin karki ei 75 pyl:n osanaytettd otettaessa saa koskettaa putken
sisapintaa.

4. Siirrettyasi viimeisen naytteen inkuboi hybridisointimikroputkia 10 minuuttia 20-25 °C:n
lampdotilassa.

5. Ota valmistetusta ja perusteellisesti vorteksoidusta koetinseoksesta osanayte kertakayttdiseen
reagenssisailiodn. Annostele kalibraattoreita, laatukontrolleja ja naytteita sisaltaviin mikroputkiin
varovasti 25 ul koetinseosta kayttamalla 8-kanavaista pipettia, johon vaihdetaan uudet karjet
kullakin rivilla. Annostele koetin hybridisointimikroputkiin takaisin roiskumista valttaen. Valta
koskettamasta putkien seinamiin. Tarkista teline altapain, jotta saat varmistettua kaikissa putkissa
olevan sopiva maara koetinseosta.

6. Peita mikroputket mikrolevyn tiivisteella. Aseta telineen suojus telineen paalle. Ravistele
mikroputkitelinetta 3 £ 2 minuuttia Rotary Shaker | -laitteessa 1 100 + 100
kierroksen minuuttinopeudella . Kalibraattorien, laatukontrollien ja néytteiden on muututtava
keltaisiksi ravistelun jélkeen. Violetin variseksi jadvissa kuopissa ei ehka ole ollut tarpeeksi
koetinseosta. Lisaa viela 25 pl koetinseosta violeteiksi jaaneisiin naytteisiin ja ravistele uudelleen.
Jos putket jaavat violeteiksi taman menetelman suorittamisen jalkeen, naytteet on testattava
uudelleen.

Huomautus: Ravistelun jalkeen PreservCyt-liuosnaytteiden pitdd muuttua keltaisen sijasta
vaaleanpunaisiksi.

7. Inkuboi 65 * 2 °C:ssa vesihauteessa 60 * 5 minuuttia. Varmista, etta vesihauteessa on riittavasti
vettd peittdmaan koko hybridisointiseoksen maara. Mikroputkitelineen voidaan antaa kellua
vesihauteessa.

Huomautus: luo levyn asettelutiedosto kayttamalla digene-analyysiohjelmistoa, jos asettelutiedostoa
ei ole luotu aiemmin.

HYBRIDIN SIEPPAUS

1. Poista levykehikosta sieppausmikrolevyn kuopat, joita ei tarvita. Palauta kayttdmattémat
mikrolevykuopat niiden alkuperaiseen pussiin ja sulje se. Merkitse palstat numeroimalla jokainen
1,2, 3 ... Varusta mikrolevy asianmukaisella tunnisteella. Naytteet lisdtdan kuoppiin Valmistelut-
kohdan mukaisesti luodun esimerkkiasettelun mukaisesti.

2. Poista kalibraattoreita, kontrolleja ja naytteita sisaltdva hybridisointimikrolevy varovasti Microplate
Heater I:sta. Poista levyn kansi valittdmasti ja aseta se puhtaalle pinnalle. Vaihtoehtoisesti poista
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mikroputkiteline vesihauteesta. Poista telineen kansi heti ja veda levytiivistetta hitaasti ylospain
telineen yli.

Siirra kalibraattoreiden, laatukontrollien ja naytteiden koko maara (noin 100 ul)
hybridisointimikrolevyn kuopista tai mikroputkista vastaavan sieppausmikrolevyn kuopan pohjalle
8-kanavaisella pipetilld. Kayta jokaisen kuoppapalstan siirtoon uusia pipetin karkia
kahdeksankanavaisessa pipettorissa ja anna jokaisen pipetin karjen tyhjentya kokonaan, jotta
koko nayte siirtyy putkeen. Pipetti voidaan haluttaessa vakauttaa tukemalla pipetinkarkien
keskivilin kohtaa sieppausmikrolevyn kuoppien ylareunaa vasten (ks. kuva 7).

KUVA 1: OIKEA PIPETOINTITEKNIIKKA

OIKEIN Ala pipetoi Ala kosketa
pystysuoraan. karjella kuopan
Valtettava reunaa.
takaisin
roiskumista.

Sulje sieppausmikrolevy levyn kannella tai levytiivisteelld ja ravistele levya 60 £ 5 minuuttia
Rotary Shaker | -laitteessa 1 100 + 100 kierroksen minuuttinopeudella 20-25 °C:n l[ampétilassa.

Valmista pesupuskuri ja tarkista levykonepesurin huuhtelu- ja jatesailiét tdman inkuboinnin
aikana. Katso lisatietoja Reagenssien valmistus ja sailytys -kohdasta.

Kun sieppausvaihe on suoritettu, poista sieppausmikrolevy Rotary Shaker | -laitteesta ja poista
mikrolevyn kansi tai mikrolevyn tiiviste varovasti. Kaada kuoppien neste viemarialtaaseen;
kdanna mikrolevy yldésalaisin viemarialtaan paalla ja ravistele voimakkain, alaspain suuntautuvin
liikkein varoen dekantoimasta liian lahella viemarialtaan pohjaa, jolloin syntyisi takaisinroiskeita.
Al3 kaanna levya uudelleen, vaan blottaa taputtelemalla lujasti 2—3 kertaa puhtaan Kimtowels-
liinan tai vastaavan nukkaamattoman paperiliinan paalla. Varmista, ettd missaan kupassa ei ole
yhtaan nestetta ja etta levyn paallysosa on kuiva.

HYBRIDIN TUNNISTUS

Huomautuksia:

1.

Tee lisdys koko levylle vasemmalta oikealle 8-kanavaisella pipettorilla.

On suositeltavaa kayttaa kaanteispipetointitekniikkaa, silld se parantaa reagenssin
annostelun yhdenmukaisuutta. Téssa menetelmassa pipetinkarjet ensin ylitdytetaan
kayttamalla pipetin imu-tyhjennyssdadon (ménnan) toista vastetta. Ks. toimenpide
jaliempana. Pyyhi karjet kertakayttdiseen reagenssialtaaseen ylimaaraisen reagenssin
poistamiseksi ennen tyhjentamista mikrolevylle.

Pipettorin voi haluttaessa tukevoittaa laskemalla pipettien karkien keskiosa mikrolevyn
kuoppien ylareunaa vasten. Varo koskettamasta mikrolevyn kuoppien seinamiin naytteiden
ristikontaminaation valttamiseksi. Ks. edella oleva kuva 1.

Ota tunnistusreagenssi 1:sta tarvittavan suuruinen osanayte kertakayttdiseen reagenssialtaaseen
(ks. ohjeet kohdasta Reagenssien valmistus ja séilytys). Pipetoi varovasti 8-kanavaisella pipetilla
ja kaanteista pipetointimenetelmaa noudattaen 75 pl:n tunnistusreagenssi 1:ta kaikkiin
sieppausmikrolevyn kuoppiin.
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Kaanteinen pipetointitoimenpide:
a) Kiinnita karjet 8-kanavaiseen pipettiin ja varmista, etta kaikki karjet tulevat tiukasti kiinni.

b) Veda pipettorin manté ensimmaisen rajoittimen ohi toiseen rajoittimeen.

c) Upota karjet tunnistusreagenssi 1:n liuokseen.

d) Vapauta méanta hitaasti ja anna karkien tayttya liuoksella.

e) Annostele liuosta mikrolevyn kuoppiin (75 pl) painamalla manta ensimmaiseen rajoittimeen
saakka. Al vapauta mantaa, ennen kuin pipetinkarjet ovat uponneet takaisin
tunnistusreagenssi 1 -liuokseen.

f) Tayta karjet uudelleen ja toista, kunnes kaikki kuopat on taytetty. Tayta mikrolevyn kuopat

vasemmalta oikealle. Varmista tarkkailemalla vaaleanpunaisen varin voimakkuutta, etta
kaikki kuopat ovat tdynna. Varin voimakkuuden tulee olla sama kaikissa kuopissa.

2. Peita levyt levyn kannella tai puhtaalla Parafilm-kalvolla tai vastaavalla ja inkuboi 20-25 °C:ssa
30—45 minuutin ajan.

PESEMINEN

Pese sieppausmikrolevy kayttaden jompaakumpaa seuraavista menetelmista.

Levykonepesurimenetelma

Huomautus: Pida levykonepesuri aina paalle kytkettyna. Tarkista, ettéd huuhteluallas on taysi ja
jatesailio ovat tyhjia. Levykonepesuri puhdistaa jarjestelman saanndllisesti huuhtelemalla
sen. Katso lisatietoja levykonepesurin kayttdoppaasta.

AINA ENNEN KAYTTOA:
* Varmista, etta pesusailioon on lisatty pesupuskuriliuosta vahintaan 1 litran merkkiin saakka. Jos nain
ei ole, valmista pesupuskuriliuos. Katso lisatietoja Reagenssien valmistus ja sailytys -kohdasta.
+ Varmista, ettd huuhteluallas on taytetty deionisoidulla tai tislatulla vedella.
+ Varmista, etta jatesailid on tyhja ja sen kansi kunnolla kiinni.
+ Levykonepesuri esitayttaa itsensa automaattisesti ennen jokaista pesua ja tekee huuhtelun aina
pesun jalkeen.

1. Ota levyn kansi pois ja aseta levy levykonepesurin alustalle.

2. Varmista, etta virta on kytketty ja ettd naytdssa lukee "Digene Wash Ready” (digene-pesu valmis)
tai "P1”.

Huomautus: Jos sieppauskuopista kaytetdan vain osittainen liuska, tyhjat mikrolevyn kuopat
pitda palstan tdydentamiseksi laittaa sieppausmikrolevyyn ennen pesemista.

3. Valitse pestavien liuskojen maara painamalla "Rows” (Rivit) -ndppainta ja sdadda maara "+’- ja "-’-
nappaimilla. Painamalla "Rows” (Rivit) -nappainta palaat "Digene Wash Ready” (Digene-pesu
valmis)- tai "P1”-nayttéon.

4. Aloita valitsemalla "Start/Stop” (Kaynnista/pysayta).

Pesulaite suorittaa kuusi taytto- ja imujaksoa, joihin kuluu noin 10 minuuttia. Koska ohjelmassa
tapahtuu lyhyt tauko, varo poistamasta mikrolevya liian aikaisin. Kun levykonepesuri on paattanyt
pesun, nayttdéon tulee teksti "Digene Wash Ready” tai "P1”.

6. Poista mikrolevy pesulaitteesta ohjelman paatyttya. Mikrolevyn tulee nayttaa valkoiselta, eika
mikrolevyn kuopissa saa olla vaaleanpunaisia nestejaamia.

Manuaalinen pesumenetelma

1. Poista tunnistusreagenssi 1 kuopista asettamalla puhtaita Kimtowels-pyyhkeita tai vastaavia
nukkaamattomia paperipyyhkeitd mikrolevyn paalle ja kdanna mikrolevy varovasti ylésalaisin.
Varmista ennen kaantamista, etta paperi on kosketuksissa levyn kanssa koko sen pinta-alalla.
Anna mikrolevyn valua 1-2 minuutin ajan. Blottaa kuoppa puhtailla Kimtowels-pyyhkeilla tai
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vastaavilla nukkaamattomilla paperipyyhkeilla. Havita kaytetyt paperipyyhkeet huolellisesti
alkalisen fosfataasikontaminaation valttamiseksi myéhemmissa vaiheissa.

Kun kaytat pesulaitetta, pese mikrolevy kasin kuusi kertaa. Kuopat pestaan niin, etta ne tulvivat
yli, jotta tunnistusreagenssi 1 saadaan poistetuksi kuoppien huipuista. Peseminen aloitetaan
kuopasta A1 ja jatketaan serpentiinimaisesti oikealle ja alaspain. Kun kaikki kuopat ovat tadynna,
neste dekantoidaan viemarialtaaseen voimakkaalla alaspain suuntautuvalla liikkeella. Toinen
pesu aloitetaan kuopasta H12 ja siirrytdan serpentiinimaisesti vasemmalle ja yléspain. Tama
kahden pesun sarja toistetaan viela kaksi kertaa, jolloin saadaan yhteensa kuusi pesua kuoppaa
kohti.

Blottaa mikrolevy pesun jalkeen kaantamalla se yldsalaisin puhtaille Kimtowels-pyyhkeille tai

vastaaville nukkaamattomille paperipyyhkeille ja napauttamalla napakasti 3—4 kertaa. Vaihda
paperiliina ja blottaa uudelleen. Anna mikrolevyn olla yldsalaisin ja valua viiden minuutin ajan.
Blottaa mikrolevy viela kerran.

Mikrolevyn tulee nayttaa valkoiselta, eika mikrolevyn kuopissa saa olla vaaleanpunaisia
nestejaamia.

SIGNAALIN VAHVISTUS
HUOMAUTUKSIA:

Kéayta uusia kasineitd tunnistusreagenssi 2:n kasittelyssa.

Ota kertakayttdiseen reagenssisailioon vain se reagenssimaara, joka tarvitaan analyysin
suorittamiseen, jottei tunnistusreagenssi 2 kontaminoidu. Ks. kohta Reagenssien valmistus.
Al palauta tunnistusreagenssi 2:ta alkuperiiseen pulloon.Havita kdyttamitta jasinyt
aine kayton jalkeen.

Tunnistusreagenssi 2:n lisdys on tehtava yhtajaksoisesti. Kaikkien kuoppien
inkubointiajankohtien tulee olla mahdollisimman lahekkain.

Varo koskettamasta sieppausmikrolevyn kuoppien reunoihin tai laikyttamasta reagenssia
takaisin karkiin, silld se voisi johtaa naytteiden ristikontaminaation (katso , kaavio ).

Pipetoi varovasti 75 pl:a tunnistusreagenssi 2:ta kuhunkin sieppausmikrolevyn kuoppaan 8-
kanavaisella annostelijalla edella kuvatun mukaisesti. Kaikkien mikrolevyn kuoppien vérin tulee
muuttua keltaiseksi. Varmista tarkkailemalla varin voimakkuutta, etta kaikki kuopat ovat taynna.
Varin voimakkuuden tulee olla sama kaikissa kuopissa.

Peitd mikrolevyt levyn kannella tai puhtaalla Parafilm-kalvolla tai vastaavalla ja inkuboi 20—
25 °C:ssa 15 minuutin ajan. Suojaa suoralta auringonvalolta.

Lue mikrolevy DML-laitteella 15 minuutin inkuboinnin jalkeen (viimeistaan 30 minuutin inkuboinnin
jalkeen) 20-25 °C:n lampdtilassa.

Analyysikohtainen ohjelmistoprotokolla mahdollistaa asiaankuuluvan analyysin tietojen
syé6ttdmisen suoraan ohjelmistoon.

Jos koko mikrolevya ei ole kaytetty, poista kaytetyt mikrolevyn kuopat mikrolevyn pidikkeesta,
huuhtele pidike perusteellisesti tislatulla tai deionisoidulla vedella, kuivaa ja laita talteen
seuraavaa koetta varten.
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ANALYYSIN KALIBROINNIN VARMENNUSKRITEERIT

Analyysin kalibroinnin varmennuksella varmistetaan, etta reagenssit ja hankitut kalibraattorit ja
laatukontrollit toimivat moitteettomasti ja mahdollistavat analyysin raja-arvon tarkan maarityksen. digene
HC2 HPV DNA -kokeessa analyysin kalibrointi on tehtdva jokaisessa analyysissa, mista syysta jokainen
analyysi on varmennettava seuraavien ehtojen mukaisesti. Tatd varmennusmenettelya ei ole tarkoitettu
korvaamaan sisaisia laaduntarkkailutesteja. digene-analyysohjelmiston analyysiprotokollat varmentavat
automaattisesti alla olevat kriteerit.

1. Negatiivinen kalibraattori
Negatiivinen kalibraattori tulee testata kussakin analyysissa kolmena rinnakkaiskokeena.
Negatiivisen kalibraattorin keskiarvon on oltava = 10 ja < 250 RLU:ta, jotta analyysia voidaan
jatkaa. Negatiivisen kalibraattorin tuloksissa variaatiokertoimen (%CV) pitaisi olla < 25 %. Jos %CV
on > 25, keskiarvosta kauimpana olevan RLU-arvon antava arvo hylataan alueen ulkopuolisena
tuloksena, ja keskiarvo lasketaan uudelleen kahdella jaljella olevalla arvolla. Jos keskiarvon ja
kummankin kahdesta arvosta valinen ero on < 25 %, jatka vaiheeseen 2. Muussa tapauksessa
analyysin kalibroinnin varmennus on virheellinen, ja analyysi on tehtava uudestaan kaikkien
potilasnaytteiden osalta. Nain ollen potilasnaytteiden tuloksia ei tule raportoida.

2. Kalibraattorit
Kalibraattori(t) on kussakin analyysissa testattava kolmena rinnakkaiskokeena. CPC:n kohdalla
molemmat kalibraattorit testataan kolmena rinnakkaiskokeena. Kalibraattorin tuloksissa
variaatiokertoimen (%CV) pitaisi olla < 15 %. CPC:n tapauksessa LRC:n, HRC:n ja LRC-HRC-
yhdistelman %CV-arvon pitaa olla %CV <15 %. Jos %CV on > 15, kalibraattorin arvo, jolla on
keskiarvosta kauimpana oleva RLU-arvo, hylatdan alueen ulkopuolisena tuloksena, ja keskiarvo
lasketaan uudelleen jaljella olevilla kalibraattoriarvoilla. Vain yksi LRC- ja yksi HRC-replikaatti
voidaan hylata. Jos kalibraattorien %CV on < 15 %, jatka vaiheeseen 3. Muussa tapauksessa
analyysin kalibroinnin varmennus on virheellinen, ja analyysi on tehtava uudestaan kaikkien
potilasnaytteiden osalta. Nain ollen potilasnaytteiden tuloksia ei tule raportoida.

digene-analyysiohjelmisto suorittaa edella kalibraattoreille kuvatun analyysin kalibroinnin
varmennuksen automaattisesti, ja se tulostetaan tietojen analyysiraporttiin. HPV:n digene-
analyysiprotokollat varmentavat automaattisesti, etta matalan ja korkean riskin HPV-
kalibraattorien %CV-arvo on < 15 %. digene-analyysiohjelmiston versiot v1.0.2 ja v1.0.3 EIVAT
kuitenkaan mitatoi analyysia, ellei %CV ole > 25 % kalibraattorien osalta. T&sta syysta kayttajan
on varmennettava manuaalisesti, etta digene-analyysiohjelmiston laskema %CV-arvo on < 15 %, ja
toimittava alla olevassa taulukossa tilanteen 1 osalta kuvatun menettelyn mukaisesti. Jos
kalibraattorireplikaattien %CV osuu valille 1525, tarkista tilanteita 2 tai 3 koskevat ohjeet alla
olevasta taulukosta ja jatka "Kayttajan toimenpide” -ohjeen mukaisesti.
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Raportin %CV LRC- digene-
Tilanne jaltai HRC- analyysiohjelmiston Kayttédjan toimenpide
replikaateille tekema toimenpide

Analyysin ilmoitettu

1 <15 % olevan kelvollinen Tulokset voidaan raportoida; ei lisdtoimenpiteita.
("Valid”)
Poista kauimpana keskiarvosta oleva kalibraattorin
RLU-arvo. Laske kalibraattorin %CV uudelleen
Ei poistettuia alueen kahdella jaljella olevalla arvolla. Jos jéljella olevien
Ilkz : oI'sya{t Ictjks'a i RLU-arvojen %CV on > 15 %, analyysi on
o ulkopuolisia tuloksia | virheellinen. Tuloksia ei saa raportoida. Jos jaljella
2 15-25 % analyysin iimoitettu : T o
i olevien RLU-arvojen %CV-arvo on < 15 %, laske
olevan kelvollinen L ) }

('Valid”) analyysin raja-arvo uudelleen ja Ias!(e S|tter3
uudelleen RLU:raja-arvosuhde jokaiselle naytteelle
tata raja-arvoa kayttaen. Uudelleen lasketut arvot
voidaan raportoida.

Yksi alueen ulkopuolinen

tulos poistettu

o kalibraattoria kohti ja Analyysi on virheellinen. Tuloksia ei saa raportoida.
3 15-25 % P . )

analyysin ilmoitettu Analyysi on toistettava.

olevan kelvollinen

("Valid”)

Yksi alueen ulkopuolinen

tulos poistettu ja . . . L .

4 > 259, analyysin iimoitettu Analyys! on w(heellmen. Tuloksia ei saa raportoida.
. . Analyysi on toistettava.
olevan virheellinen
("Invalid”)

%CV:n manuaalisesti laskemista varten tilanteen 2 edellyttamalla tavalla kayttajan tulee jakaa
jaljella olevien replikaattien RLU-arvojen keskihajonta (STDEV) (n-1) jéljella olevien replikaattien
RLU-arvojen (LRC tai HRC tai molemmat) keskiarvolla ja kertoa tulos sadalla.

Kayttaja voi laskea %CV-arvon Microsoft® Excel” -ohjelmistolla (toimitetaan digene-
analyysiohjelmiston edellisen version mukana) laskemalla kalibraattorin replikaattien
keskihajonnan kayttamalla STDEV-kaavaa ja maarittamalla kalibraattorin keskimaaraisen RLU-
arvon kayttamalla AVERAGE-kaavaa. Kun nama kaksi arvoa on saatu, STDEV jaetaan

AVERAGE:lla ja kertomalla tulos sadalla saadaan %CV.

(STDEV/AVERAGE) * 100 = %CV

Kaikki %CV:n laskemiseen, analyysin raja-arvon uudelleenlaskemiseen tai naytteiden
RLU/raja-arvon uudelleenlaskemiseen liittyvat kysymykset tulee osoittaa QIAGEN
paikalliselle edustajalle.

Kalibraattorin toistettavuuden maarittdmiseksi ja sen arvioimista varten, miten usein manuaaliset
uudelleenlaskennat ovat tarpeen, kokosimme yhteen tulokset kolmesta kliinisesta arvioinnista,
joissa oli 152 digene HC2 HPV DNA -kokeen analyysiajoa. Tulokset osoittivat, ettd naiden 152
ajon keskimaarainen %CV oli 8,1. Kun otettiin huomioon kaikki kolme kalibraattorireplikaattia
kokeen ajoa kohti, havaittiin, ettd kalibraattorin toistettavuus oli 152 ajossa > 15 %CV vain 17
tapauksessa (11,2 %) ja ettéd 10 naista 17 kokeen ajosta antoi %CV-tulokseksi 15-25 (tilanne 2).
Niistd 17 kokeen ajosta, joiden %CV oli > 15, poistettiin yksi alueen ulkopuolinen tulos, ja %CV
laskettiin uudelleen. Kun noudatettiin tilanteen 2 kayttajan toimenpide -ohjetta, vain yhden kokeen
ajon %CV oli > 15, mika osoitti kokeen ajon virheelliseksi. Jaljella olleiden 151 ajon %CV-
keskiarvoksi laskettiin 6,0.
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Kalibraattorin keskiarvon (LRC tai HRC) ja negatiivisen kalibraattorin keskiarvon (NC) tuloksia
kaytetdan laskettaessa kunkin koettimien LRC/NC- tai HRC/NC-suhde. digene-analyysiohjelmiston
aiemmat versiot (V1.0.2 ja V1.0.3) eivat laske oikein hyvaksyttavia vaihteluvaleja. Naiden suhteiden
on taytettava seuraavat kriteerit analyysin kalibroinnin varmentamiseksi, ennen kuin naytteiden

tulokset voidaan tulkita.

CPC-MENETELMA

KAHDEN KOETTIMEN MENETELMA

Analyysin kalibroinnin varmennus
hyvaksyttavat vaihteluvilit

Analyysin kalibroinnin varmennus
hyvaksyttavat vaihteluvailit

2,0=sLRCX/NCx=<15

2,0 = LRCX/ NCLRX < 15 (LR-puoli)

2,0=sHRCX/NCXx <15

2,0 = HRCX/NCHRX = 15 (HR-puoli)

2,0 < (LRC ja HRC) %/ NCX < 15

Laske sopiva LRCX/NCX- tai HRCX/NCX-suhde jokaisella koetinsarjalle. Jos suhteet ovat > 2,0 ja <
15, jatka seuraavaan vaiheeseen. Jos jokin suhteista on < 2,0 tai > 15, analyysi ei ole kelvollinen
kyseisen koettimen osalta ja on toistettava. Kaikki potilasnaytteet kyseisen ajon suhteen on

ajettava uudestaan.

Huomautus: negatiivisen kalibraattorin ja posiitivisten kalibraattorien hyvaksyttavat vaihteluvalit on

maaritetty ainoastaan DML-laitteelle.
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RAJA-ARVON LASKENTA

Kun analyysi on varmennettu ylla esitettyjen kriteerien mukaisesti, raja-arvot positiivisten naytteiden
maarittdmiseksi ovat seuraavat:

1) Yhdistelméakoetinseosta kayttdva menetelma: (LRC-replikaatit + HRC-replikaatit)
replikaattien lukumaara

2) Kahden koettimen menetelma: matalan riskin HPV-koettimen raja-arvo = LRCX
korkean riskin HPV-koettimen raja-arvo = HRCX
Raja-arvojen esimerkkilaskenta
Menetelma: Matalan Matalan Korkean riskin | Yhdistelma-
riskin tai riskin HPV- HPV-koetin HPV-koetin
korkean koetin, CPC- | CPC- CPC-
riskin HPV- menetelma menetelma menetelma
koetin
Kahden
koettimen
menetelma
NC RLU - LRC- tai HRC LRC RLU - HRC RLU - LRC- jaHRC
arvot RLU -arvot arvot arvot RLU -arvot
97 312 330 235* 330
101 335 305 295 305
91 307 385 279 385
295
235*
279
RLU-keskiarvo 96 318 340 287* 318,8*
%CV 4.9 4,7 12,0 3,9* 13,0
LRCX/NCX - 3,31 3,54 3,00 3,32

Positiivisen kalibraattorin RLU-keskiarvo maarittda analyysin raja-arvon. Tasta syysta positiivinen raja-

arvo (LRCX) on 318.

* Kaikkien kuuden replikaatin %CV-keskiarvo oli 16,8. Replikaatti, jonka arvo oli 235, hylattiin alueen
ulkopuolisena tuloksena. Jaljelle jaaneiden replikaattien %CV oli 13,0 ja keskiarvo 318,8. HRC:n aloitus-
%CV oli 11,5.

Kaikkien naytteiden RLU-arvot suhteutetaan asiaankuuluvaan raja-arvoon (CO). Esimerkiksi kaikki
matalan riskin HPV-koettimella testatut kokeet pitaisi ilmaista naytteen RLU/matalan riskin raja-arvona.
Sama voidaan tehda naytteille, jotka on testattu korkean riskin HPV-koettimella tai CPC-koettimella.

Huomautuksia: Kaikkien naytteiden RLU/CO-arvot ja positiiviset/negatiiviset tulokset ilmoitetaan DML-
laitteen tietojen analyysiraportissa.

Rapid Capture System -jarjestelman laitesovelluksessa RCS HPV -ohjelmistoprotokolla
on ohjelmoitu kayttdmaan Calibration Adjustment Factor (CAF) -korjauskerrointa 0,8
kelvollisten positiivisten kalibraattorireplikaattien keskimaaraiseen RLU-arvoon. CAF-
korjauskerroin on valttamaton, jotta analyysin suorituskykyarvot vastaisivat manuaalisen
koemenetelman suorituskykyarvoja. Tama muutos koskee vain niitd analyyseja, jotka
tehdaan Rapid Capture System -jarjestelman laitesovelluksella. Siksi tarkkojen
koetulosten saamisen kannalta on ratkaisevan tarkeaa, etta kuhunkin tiettyyn
koemenetelmaan valitaan oikea ohjelmistoprotokolla. Kaikkien naytteiden RLU-arvot
suhteutetaan kyseiseen raja-arvoon (CO). Kaikki analyysit on esimerkiksi ilmoitettava
naytteen RLU/CO-suhteena.
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LAADUNTARKKAILU

Laaduntarkkailunaytteet toimitetaan digene HC2 HPV DNA -kokeen mukana. Katso vastaavat
kayttdoppaasta ohjeet laatukontrollien (laaduntarkkailunaytteiden) eranumeroiden ja viimeisten
kayttopaivamaarien syottéohjeet. Naiden laatukontrollien tulee olla mukana jokaisessa kokeen ajossa, ja
jotta ajoa voitaisiin pitda kelvollisena, kunkin laatukontrollin RLU/CO-arvon pitda olla alla esitetyilla
hyvaksyttavilla vaihteluvaleilla. Jos laatukontrollit eivat ole nailla vaihteluvaleilld, analyysi on
virheellinen ja pitda toistaa.Virheellisissa ajoissa saatuja potilastuloksia ei mydskaan pida raportoida.

Odotettu tulos
Laatu- (RLU/raja-arvo)
kontrolli HPV-tyyppi Matalan riskin HPV-koetin
Minimi Maksimi Keskiarvo %CV
QC1-LR | Matala riski (HPV 6) 2 8 50 25
QC2-HR | Korkea riski (HPV 0,001 0,999 0,5 25
16)
Odotettu tulos
Laatu- (RLU/raja-arvo)
Kontrolli HPV-tyyppi Korkean riskin HPV-koetin
Minimi Maksimi | Keskiarvo %CV
QC1-LR | Matala riski (HPV 6) 0,001 0,999 0,5 25
QC2-HR | Korkea riski (HPV 2 8 5,0 25
16)
Odotettu tulos
Laatu- (RLU/raja-arvo)
Kontrolli HPV-tyyppi CPC-HPV-koetin
Minimi Maksimi | Keskiarvo %CV
QC1-LR | Matala riski (HPV 6) 2 8 5,0 25
QC2-HR | Korkea riski (HPV 2 8 5,0 25
16)

1. Tarvikesarjaan kuuluvat laaduntarkkailuaineet ovat kloonattuja HPV-DNA-kohteita eivatka
luonnonvaraisen HPV:n johdannaisia. Kyseessa on samantyyppinen materiaali kuin kaytetaan
digene HC2 HPV DNA -kokeen mukana toimitetuille kalibraattoreille.

2. Tama laaduntarkkailumateriaali ei toimi sopivana kontrollina PreservCyt-liuoksen tai SurePath-
saildntanesteen kasittelya varten.

3. Tahan koetarvikesarjaan kuuluvia laatukontrolleja on kaytettava sisaiseen laaduntarkkailuun.
Muita laatukontrolleja voidaan testata paikallisten ja/tai kansallisten maaraysten tai akkreditoitujen
organisaatioiden maaraysten ohjeiden tai vaatimusten mukaisella tavalla.
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NAYTTEIDEN TULOSTEN TULKINTA

Huomautus: 1 pg/ml:n raja-arvo digene HC2 HPV DNA -kokeessa vastaa 100 000 HPV-kopiota/ml tai
5 000 HPV-kopiota/analyysi.

1. STM-naytteita, joiden RLU/raja-arvo-suhde on = 1,0 vain matalan riskin HPV-koettimessa,
pidetdan “positiivisina” yhdelle tai useammalle HPV-tyypille 6, 11, 42, 43 tai 44.

2. STM-naytteita, joiden RLU/raja-arvo-suhde on = 1,0 vain korkean riskin HPV-koettimessa,
pidetaan "positiivisina” yhdelle tai useammalle HPV-tyypille 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 ja 68.

3. Jos PreservCyt-naytteita testattaessa jonkin naytteen RLU/CO-suhde on = 1,0 ja < 2,5, QIAGEN
suosittaa, etta nayte testataan uudelleen. Jos uusintatestauksessa alustava tulos on positiivinen
(= 1,0 RLU/CO), nayte voidaan raportoida positiiviseksi eika muuta uusintatestausta tarvitse
suorittaa. Jos kuitenkin ensimmaisessa uusintakokeessa tulos on negatiivinen (< 1,0), lopullisen
tuloksen saamiseksi on tehtava toinen uusintakoe (kolmas tulos). Toisesta uusintakokeesta
saatua tulosta pidetaan lopullisena tuloksena, ja se ilmoitetaan tuloksena.

4. Jos naytteen RLU/raja-arvo-suhde on vain hieman alle 1,0 ja epaillaan korkean riskin HPV-
infektiota, tulee harkita vaihtoehtoisia koemenetelmia ja/tai naytteen uusimista.

5. STM-naytteitd, joiden RLU/raja-arvo-suhde on = 1,0 sekd matalan riskin HPV-koettimessa etta
korkean riskin HPV-koettimessa, pidetdan "positiivisina” yhdelle tai useammalle HPV-tyypille
kummastakin koetinryhmasta.

6. STM-naytteita, joiden RLU/raja-arvo-suhde on = 1,0 yhdistelmakoetinseoksessa, pidetaan
positiivisina yhdelle tai useammalle HPV-tyypille 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51,
52, 56, 58, 59 ja 68.

7. STM-naytteita, joiden RLU/raja-arvo-suhde on < 1,0 yhdistelmakoetinseoksessa tai sekd matalan
riskin HPV-koettimessa ettd korkean riskin HPV-koettimessa, pidetdan "negatiivisina” tai “ei HPV
DNA -16yd6sta” 18 testatulle HPV-tyypille. HVP DNA -sekvenssit joko puuttuvat tai HPV DNA:n
maara jaa analyysin havaitsemisrajan alapuolelle.
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SUORITUSKYKYOMINAISUUDET

MATALAN RISKIN JA KORKEAN RISKIN HPV-KAYTTOAIHETTA TUKEVAT TIEDOT

Papa-koetuloksen ASC-US saaneiden potilaiden kliininen seulonta kolposkopialdahetteen tarpeen
maarittamista varten

Yhdysvalloissa suoritettiin vuonna 1996 Kaiser Foundation Research Instituten ja Kaiser Permanente
Medical Groupin johdolla tutkimus HPV:n DNA-kokeiden hyddyllisyydesta naisilla, joilla oli positiivisen
I6yddksen raja-arvon laheisyyteen maaritetty Papa-16ydds ("Utility of HPV DNA -kokeening for Triage of
Women with Borderline Pap Smears”). Kaiser-klinikoilla tutkimuksissa kayvilta naisilta otettiin
kohdunkaulanaytteet rutiininomaista Papa-koetta seka digene HC2 HPV DNA -koetta varten. Alkuperaiset
Papa-naytteet arvioitiin Bethesdan luokituksen mukaan. Euroopan yhteis0ssa kaytdssa oleva
kohdunkaulan syévan seulonnan termistd kuvataan julkaisussa "European Guidelines for Quality
Assurance in Cervical Cancer Screening”4 . Naiset (15-vuotiaat tai sitd vanhemmat), joiden Papa-
naytetuloksissa oli ASC-US-I0ydds (merkitykseltdan maarittelemattomia epatyypillisia soluja), palasivat
kolposkopia- ja koepalatutkimukseen. Kolposkooppisesti ohjatut histologiset naytteet tutkittiin
patologisesti, ja tehtiin alustava diagnoosi. Kunkin histologisen naytteen tarkasti myds puolueeton
patologi, ja alkutarkastuksen ja puolueettoman tarkastuksen valilla ilmenneet eridvyydet ratkaisi kolmas
patologi.

HPV:n DNA-testaus suoritettiin alkuperaiselle naytteelle, ja testauksessa kaytettiin vain korkean riskin
HPV-koetinta. HPV:N DNA-testaus suoritettiin digene HC2 HPV DNA -kokeen prototyypilla, jossa oli
koettimet yhteentoista kolmestatoista korkean riskin HPV-koettimeen sisallytetysta HPV-tyypista.
Puuttuvat tyypit olivat HPV-tyypit 59 ja 68. Taman eron ei oleteta vaikuttavan merkitsevasti kyseisten
kahden analyysin suorituskykyprofiileihin.

Kaytettavissa oli HPV-tulokset ja histologiset diagnoosit 885 testatulta naiselta, joiden Papa-kokeessa oli
ASC-US-I6ydds. Useimmat potilaat tutkittiin ottamalla naytteet seka STM:aan ettd PreservCyt-liuokseen.
Koska digene HC2 HPV DNA -kokeen suorituskykyominaisuudet olivat samankaltaiset seka STM:ssa etta
PreservCyt-liuoksessa, analyysin suorituskyky esitetdan vain PreservCyt-liuoksen osalta.

Taulukossa 3 osoittaa, ettd potilailla, joilla Papa-kokeen tulos oli ASC-US, digene HC2 HPV DNA -kokeen
negatiivinen ennustearvo HSIL:lle tai korkea-asteisemmalle sairaudelle kolkoskopiassa oli 99 %.

Taulukko 3
digene HC2 HPV DNA -kokeen vertailu konsensushistologiaan
ASC-US-Papa-ryhma
Kaiser-tutkimus, PreservCyt-liuokseen otetut naytteet

HSIL tai korkeampi kolposkopiahetkella
+ - Yhteensa
L + 66 317 383
Korkean riskin HPV . 5 297 502
Yhteensa 71 814 885

Herkkyys [TP/(TP+FN)] = 93,0 % (66/71)
95 %:n luottamusv. = 84,3-97,7
Spesifisyys [TN/(TN+FP)] = 61,1 % (497/814)
95 %:n luottamusv. = 57,7-64,4
Sairauden esiintyvyys = 8,0 % (71/885)
Analyysin positiivinen ennustearvo = 17,2 % (66/383)
Analyysin negatiivinen ennustearvo = 99,0 % (497/502)
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Taulukko 4 osoittaa eri esiintyvyysosuuksiin perustuvat teoreettiset positiiviset ja negatiiviset
ennustearvot sille, etta alkuperainen ASC-US-16ydds korkean riskin HPV-koettimella saatavissa
tuloksissa osoittautuu HSIL:ksi tai korkeammaksi.

Taulukko 4
Teoreettinen positiivinen ja negatiivinen ennustearvo
Korkean riskin HPV-koetin
ASC-US-loydokset Papa-kokeessa

Teoreettinen HSIL:n Alkuperdinen ASC-US-Papa-tulos
yleisyys Analyysin positiivinen ennustearvo Analyysin negatiivinen
ennustearvo
5 11,2 99,4
10 21,0 98,7
15 29,7 98,0
20 37,4 97,2
25 44,3 96,3
30 50,6 95,3

Taulukossa 5 esitetaan tutkimuksen eri ikaryhmien valiset vaihtelut:

Taulukko 5
Kaiser-tutkimuksen materiaali
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suorituskyky verrattuna konsensushistologian
tuloksiin (HSIL)
Ominaispiirteet eri ikdryhmissa

lka < 30 lka 30-39 lka > 39
n 287 233 365
Sairauden esiintyvyys (%) 12,2 11,2 2,7
Herkkyys (%) 100,00 88,46 80,00
(35/35) (23/26) (8/10)
95 %:n luottamusvali 90,0-100 69,9-97,6 44,4-97,5
Spesifisyys (%) 31,4 66,2 79,15
(79/252) (137/207) (281/355)
95 %:n luottamusvali 25,7-37,5 59,3-72,6 74,6-83,3
Negatiivinen ennustearvo (%) 100 97,86 99,29
(79/79) (137/140) (281/283)
Positiivinen ennustearvo (%) 16,83 24,73 9,76
(35/208) (23/93) (8/82)

Kliininen herkkyys ja spesifisyys maaritettdessa sairastumisriskia korkea-asteiseen tautiin niilla
naisilla, joiden Papa-ndytteessa on todettu LSIL tai HSIL

Kliininen monikeskustutkimus, jossa kaytettiin digene HC2 HPV DNA -koetta, suoritettiin kayttamalla
naytteitd, jotka oli keratty useista USA:n lansi- ja eteldosissa sijaitsevista sairaaloista, joissa oli paljon
kohdunkaulan sairauksia ja HPV-tapauksia, seka hoitokeskusten kolposkopiaklinikoilta (3 paikkaa). HPV-
testaus suoritettiin kolmessa tutkimuspaikassa, joilla ei ole yhteytta niihin kolposkopiaklinikoihin, joista
naytteet oli hankittu. Tutkimuspopulaatio koostui naisista, joilla oli askettain otetun Papa-naytteen
perusteella diagnosoitu joko LSIL tai HSIL ja jotka oli I1ahetetty kolposkopiaseurantaan. Tutkimukseen
kuuluneista 702 potilaasta 327 kohdalla Papa-tulos oli ASC-US-tilaa korkeampi, ja heille annettiin asiasta
tarvittavat tiedot; heista 96:lla lopullinen tila oli HSIL tai korkeampi. Irtosolundytteet kohdunkaulan
kanavasta otettiin joko digene HC2 DNA -keruulaitteella ja asetettiin sen jalkeen STM:aan tai otettiin
harjauslaitteella ja huuhdeltiin PreservCyt-liuoksessa. Naytteet otettiin kolposkopian yhteydessa. Naytteet
tutkittiin digene HC2 HPV DNA -kokeella, ja tuloksia verrattiin kunkin potilaan kohdalla maaritettyyn
sairauden tilaan.Sairauden tila maaritettiin histologisen arvioinnin tulosten perusteella. Jos kuitenkin
histologia oli negatiivinen tai histologiset tulokset puuttuivat, sairauden tila maaritettiin sytologisesti
kolposkopiatutkimuksen yhteydessa (katso alla faulukko 6).digene HC2 HPV DNA -koe suoritettiin
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kolmessa isossa suurkaupunkialueen hoitokeskuksessa, joilla ei ole yhteytta kolposkopiassa kerattyjen
naytteiden ottopaikkoihin.Sytologinen tutkimus tehtiin patologisessa referenssilaboratoriossa, ja
histologinen testaus suoritettiin kolposkopian tehneissa laitoksissa.Koetuloksia verrattiin taudin tilaan
arvioitaessa kokeen herkkyytta, spesifisyyttd seka negatiivista ja positiivista ennustearvoa korkea-
asteinen kohdunkaulan neoplasian osoittamiseksi.Koska digene HC2 HPV DNA -kokeen
suorituskykyominaisuudet olivat samankaltaiset sekd STM:ssa ettd PreservCyt-liuoksessa, analyysin
suorituskyky esitetdan vain PreservCyt-liuoksen osalta.

Mitdan eroa ei havaittu korkean riskin HPV-testauksen tuloksissa STM-naytteista ja PreservCyt-

liuosnaytteista. Alla olevasta taulukosta nahdaan korkean riskin HPV-koettimen tulokset taman

populaation osalta:

Taulukko 6

Potilaan sairauden tilan algoritmi

Sytologinen I6ydés Histologinen 16ydés Sairauden tila
NEG NEG tai Ei tehty* NEG
LSIL NEG LSIL
HSIL NEG HSIL

Syopa NEG HSIL+
NEG LSIL LSIL
LSIL Ei tehty* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL

Syopa LSIL LSIL
NEG HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Ei tehty* HSIL
Syopa HSIL HSIL
NEG Sydpé HSIL+
LSIL Sydpé HSIL+
HSIL Sybpa HSIL+
Syopa Ei tehty* HSIL+
Sybpa Sydpé HSIL+

* Koepalan ottoa ja/tai endoserviksen kaavintaa ei suoritettu, koska

kolposkopiassa ei havaittu poikkeavuuksia tai histologinen tulos ei ollut

kaytettavissa.

Taulukoissa 7 ja 8 esitetdan digene HC2 HPV DNA -kokeen suorituskyky maaritettyna kayttamalla
327 PreservCyt-naytetta, joista 96 otettiin naisilta, joilla oli diagnosoitu korkea-asteinen kohdunkaulan
sairaus. Vertailussa kaytettiin kaikkia tutkimukseen osallistuneita potilaita, joiden Papa-naytteessa oli
todettu muutoksia. Esitetyt vertailut koskevat korkean riskin HPV-koettimella testattuja PreservCyt-

naytteita.
Taulukko 7
Korkean riskin HPV-koettimen tulokset
Lopullinen sairauden tila
Papa- HSIL LSIL Negatiivinen Yhteensa
lausunto
K_O;'_(ean POS NEG POS NEG POS NEG
riskin
HPV:n
tulokset
LSIL 44 4 78 33 28 37 224
HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Yhteensa 89 7 107 47 33 44 327
96 154 77
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Taulukon 8 mukaan digene HC2 HPV DNA -kokeen, jossa kaytettiin korkean riskin HPV-koetinta,
kokonaisherkkyydeksi saatiin noin 93 % korkea-asteisesta neoplasiasta karsivien naisten
tunnistamisessa tutkimuspopulaatiosta, joka oli Idhetetty kolposkopiaan Papa-kokeen diagnoosiin LSIL,

HSIL tai muuhun vastaavaan perustuen. Koe osoitti myds lahes 93 %:n negatiivisen ennustearvon tassa
tutkimuspopulaatiossa.

Taulukko 8
Suorituskykyominaisuudet

digene HC2 High-Risk HPV DNA -koe ldahetteen saaneilla potilailla

Papa-kokeen tulos LSIL tai korkeampi ja lopullinen sairauden tila HSIL

Tulos
korkean
riskin HPV-
koettimella

Papa-lausunto LSIL tai HSIL — HSIL-sairaus

+ - Yhteensa
+ 89 140 229
- 7 91 98
Yhteensa 96 231 327

Vaikka digene HC2 HPV DNA -kokeen spesifisyys vaikutti olevan melko matala, neoplasian

Herkkyys [TP/(TP+FN)] = 92,7 % (89/96)
95 %:n luottamusv. = 85,6-97,0

95 %:n luottamusv. = 33,1-46,0

Spesifisyys [TN/(TN+FP)] = 39,4 % (91/231)

Sairauden esiintyvyys LSIL-lausunnosta lopulliseen HSIL:iin = 21,4 %
Sairauden esiintyvyys HSIL-lausunnosta lopulliseen HSIL:iin = 46,6 %
Positiivinen kokonaisennustearvo = 38,9 % (89/229)
Negatiivinen kokonaisennustearvo = 92,8 % (91/98)

poissulkemisen ja negatiivisen HPV-tuloksen valilla ei odoteta olevan tarkkaa korrelaatiota. HPV DNA:ta
voi ilmeta naisilla, joilla sairaus ei ole edennyt korkea-asteiseksi sairaudeksi. Kun naytteille, joiden HPV-
tulos oli positiivinen ja joiden vastaava sairauden tila oli pienempi kuin lieva neoplasia, suoritettiin HPV:n
polymeraasiketjureaktiokoe (tutkimuksessa kaytetaan ainoastaan analyysia), lahes 75 % naytteista oli

positiivisia.

Taulukossa 9 esitetaan teoreettiset korkean riskin HPV-koettimen positiiviset ja negatiiviset ennustearvot
sille, etta alkuperainen LSIL- tai HSIL-I6yd6s osoittautuu kolposkopiassa HSIL:ksi tai sita vaikeammaksi

sairaudeksi.

Taulukko 9

Teoreettinen positiivinen ja negatiivinen ennustearvo

Korkean riskin HPV-koetin

Alkuperidiset LSIL- tai HSIL-loydokset Papa-kokeessa

Alkuperdinen LSIL- tai HSIL-I6yd6s Papa-naytteessa
HSIL:n
teoreettinen esiintyvyys Analyysi positiivinen Analyysi negatiivinen
Ennustearvo Ennustearvo
5 7,4 99,0
10 14,5 97,9
15 21,2 96,8
20 27,6 95,5
25 33,7 94,1
30 39,6 92,6
35 451 90,9
40 50,4 89,0
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45 55,5 86,8
50 60,4 84,3

KORKEAN RISKIN HPV-SEULONTAKOKEEN KAYTTOAIHETTA TUKEVAT TIEDOT

Kliininen suorituskyky potilashoidon apuvalineena sairastumisriskin arvioinnissa niiden
potilaiden seulonnoissa, joiden Papa-naytteen tulos on normaali

Alla esitettavat tulokset on saatu kahdeksasta riippumattomasta tutkimuksesta, jotka suoritettiin
Yhdysvalloissa ja muualla sijaitsevien merkittavien ladketieteellisten, akateemisten ja julkisten
tutkimuslaitosten johdolla. Tutkimuksissa kaytettiin ndissa maissa kayttoon hyvaksyttyja Papa-
menetelmia. Kaikissa paitsi kahdessa tapauksessa Papa-tulosten tulkintaan kaytettiin Bethesdan
luokitusta. Lisaksi korkea-asteinen kohdunkaulan sairaus diagnosoitiin kolposkopiassa otetun koepalan
avulla jokaisessa tutkimuksessa. Naissa tutkimuksissa arvioitiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen
kliinista hybtya verrattuna Papa-kokeeseen vanhemmilla naisilla (yleensa yli 30—-35-vuotiailla). Kaikissa
muissa paitsi yhdessa tutkimuksessa suoritettiin prospektiivinen HPV-koe digene HC2 High-Risk HPV
DNA -kokeella.

Tutkimukset olivat poikkileikkauksellisia yleisen populaation seulontatutkimuksia, joissa kaytettiin digene
HC2 High-Risk HPV DNA -koetta, ellei muuta mainita seuraavassa. Naista kahdeksasta
seulontatutkimuksesta kaksi suoritettiin Yhdysvalloissa, kaksi Euroopassa, kaksi Latinalaisessa
Amerikassa, yksi Afrikassa ja yksi Aasiassa.

Kuudessa poikkileikkaustutkimuksessa havaitusta digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen
suorituskyvysta on tehty yhteenveto (katso alla taulukot 10 ja 11) 30-vuctiaille ja vanhemmille naisille,
joilla on diagnosoitu histologisesti vahvistettu korkea-asteinen kohdunkaulan neoplasia, joka on maaritetty
kohdunkaulan korkea-asteiseksi neoplasiaksi (luokitus CIN3 tai pahempi).

Taulukko 10
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suorituskykyarviot

Herkkyys ja spesifisyys

Tutkimuspopulaatio n Herkkyys (%) Spesifisyys (%)
Vain Papa- Vain HPV HPV + Vain Papa- Vain HPV HPV + PAP
koe PAP koe
51,6 96,3 100 98,5 96,2 951
Lansi-Eurooppa 1 7592 (14127) (26/27) (27127 (7 453/7 565) (2757 565) (7 193/7 565)
95%:n | 32,0-71,3 81,0-99,9 87,2-100 98,2-98,8 95,7-96,6 94,6-95.6
luottam
usvaéli
o ] 58,4 94,8 97.4 98,7 93,9 93.4
;—atmalamen Amerikka 6115 (45/77) (73/77) (75/77) (5962/6 038) | (5669/6038) | (5637/6038)
95%:n | 46,68-69,6 87,2-98,6 | 90,9-99.7 98,4-99,0 93,3-94,5 92,7-94.0
luottam
usvéli
] ] R 77,9 89,7 94.1 94,1 94,0 89.9
Latin. Amerikka 2 6176 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6 108) | (5742/6 108) | (5490/6 108)
95%:n | 66,2-87,1 79,9-95,8 85,6-98.4 93,4-94,6 93,4-94,6 89,1-90,6
luottam
usvéli
84,1 89,7 925 86,4 80,0 76.4
Afrikka 2925 (90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818) | (2253/2818) | (2152/2818)
95%n | 758-90,5 82,4-94.8 85,8-96.7 85,1-87,7 78,4-814 74.8-77.9
luottam
usvéli
97,6 100 100 76,3 83,0 68.0
Aasia 1936 (41/42) (42/42) (42/42) (1445/1 894) | (1572/1894) | (1287/1894)
95%:n | 87,4-99,9 91,6-100,0 | 91,6-100,0 74,3-78,2 81,2-85,0 65,8-70.1
luottam
usvéli
50,0 100 100 97,6 96,2 955
USA. 1 1040 (1/2) (2/2) (2/2) (1.013/1 038) (999/1 038) (991/1 038)
95 %:n 1,26-98,7 15,8-100,0 | 15.8-100,0 96,5-98,4 94,9973 94,0-96.7
luottam
usvéli

THC2-tiedot kaytettavissa olevista tapauksista, muuten kaytetty HCS-tietoja; yhdistetyt tiedot.
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Taulukko 11
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suorituskykyarviot
Positiivinen ja negatiivinen ennustearvo

Tutkimuspopulaatio n Esiintyvyys Positiivinen ennustearvo (%) Negatiivinen ennustearvo (%)
(%)
CIN 3 Vain Vain HPV + Vain Papa- Vain HPV HPV + PAP
Papa- HPV PAP koe
koe
L 0,36 11,1 8,23 6.77 99,83 99,99 100,0
Lénsi-Eurooppa 1 7592 (27/7 592) | (14/126) | (26/316) | (27/399) | (7 453/7 466) | (7 275/7 276) | (7 193/7 193)
95 %:n 0,23-0,52 6,21— 5,45 451- 99,70-99,91 99,92-100,0 99,95-100,0
luottamusvaéli 17,9 11,8 9,69
. . 1,26 37,2 16,5 15,8 99,47 99,93 99,96
Latinalainen 6115 (77/6 115) | (45/121) | (73/442) | (75/476) | (5962/5994) | (5669/5673) | (5637/5639)
Amerikka 1 95 %:n 0,99-1,57 28,6— 13,2— 126- | 99.25-99.63 | 99,82-99.98 | 99.87-100.0
luottamusvali 46,4 20,3 194
. . + 1,10 12,7 14,3 94 99,74 99,88 99,93
Latin. Amerikka 2 6176 (68/6 176) | (53/416) | (61/427) | (64/682) | (5745/5760) | (5742/5749) | (5490/5494)
95 %:n 0,86-1,39 9,69- 11,1- 7.30— 99,57-99,85 99,75-99,95 99,81-99,98
luottamusvaéli 16,3 18,0 11,8
3,66 19,1 14,5 129 99,31 99,51 99,63
Afrlkka 2925 (107/2 925) | (90/472) | (96/661) | (99/765) | (2 436/2453) | (2 253/2264) | (2 152/2 160)
95 %:n 3,01-4,40 15,6— 11,9- 10,6— 98,89-99,60 99,13-99,76 99,27-99,84
luottamusvaéli 22,9 17,4 15,56
2,17 8,37 11,5 6.47 99,93 100,0 100,0
Aasia 1936 (42/1 936) (41/490) | (42/364) 42/649 (1445/1 446) | (1572/1572) | (1287/1287)
95 %:n 1,57-2,92 6,07— 8,44— 4,70— 99,62-100,0 99,77-100,0 99,71-100,0
luottamusvali 11,2 15,3 8,65
0,19 3,85 4,88 4,08 99,90 100,0 100,0
USA 1 1040 (2/1 040) (1/26) (2/41) (2/49) | (1013/1014) (999/999) (991/991)
T 95 %:n 0,02-0,69 0,10- 0,60—- 0,50— 99,45-100,0 99,63-100,0 99,63-100,0
luottamusvaéli 19,6 16,5 14,0

THC2-tiedot kaytettavissa olevista tapauksista, muuten kaytetty HCS-tietoja; yhdistetyt tiedot.

Kaikissa tutkimuksissa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen herkkyyden on todettu yhtenaisesti ja
usein hyvin merkittavasti olevan parempi kuin pelkén Papa-kokeen. Samoin HPV:n negatiivinen
ennustearvo (NPV) ylitti pelkan Papa-kokeen vastaavan ennustearvon kaikissa tapauksissa ja oli lahes
100 %. Taman NPV:n mukaan on erittdin epatodennakdista, ettd sytologisesti normaaleilla naisilla, joilla
ei ole HPV-infektiota, olisi korkean pahanlaatuisuusasteen kohdunkaulan sairaus tai syépa.

Vaikka digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen tarkkuus on pienempi kuin pelkan Papa-kokeen,
todennakdisyyssuhteen analyysi on osoittanut, ettd havaitun tarkkuuden vdheneminen ei ole tarpeeksi
merkittava, jotta se vaikuttaisi kokeen kayton kliiniseen hyotyyn niiden naisten tunnistamiseksi, joilla ei ole
kohdunkaulan sairauden kehittymisriskia tai joilla tama riski on pieni. Tasta huolimatta on tarkeaa, etta
paatds potilaan lahettamisesta kolposkopiaan perustuu kaikkiin kliinisiin ja riskeja koskeviin tietoihin seka
laakarin kaytettavissa oleviin potilaan esitietoihin. Tarkeitd muuttujia ovat mm. aiempi HPV-infektio ja/tai
poikkeva Papa-koetulos, ikd ensimmaisessa yhdynnassa, sukupuolikumppanien lukumaara seka

ajankohtaiset sukupuolitaudit.ﬂ'28

Vaikka korkea-asteisen sairauden esiintyminen ei poikkea huomattavasti tutkimuksissa, joita kaytettiin

suorituskyvyn maarittdmiseen, HPV-infektion esiintyminen tutkimuspopulaatiossa voi vaikuttaa

suorituskykyyn ja vaihtelee yleensa potilaspopulaation keskuudessa. Lisaksi HPV-infektion esiintyvyyden
. i . - o 28, 30-37, 41 e

on osoitettu vahenevan huomattavasti ian myota. Positiiviset ennustearvot laskevat testattaessa

tutkimuspopulaatioita, joissa esiintyminen on vahaista tai henkilbilla on pieni infektioriski.

Suoritetuissa pitkittaisanalyyseissa kaytettiin tuloksia kahdesta tutkimuksesta, joista yksi suoritettiin
Yhdysvalloissa National Cancer Institute (NCI) -instituutissa (Yhdysvaltojen sydpainstituutti) Portlandissa,
Oregonissa, ja toinen Ranskassa Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims -laboratoriossa (Reimsin
yliopistollisen keskussairaalan Pol Bouin -laboratorio). Pitkittdisanalyysien tarkoituksena oli osoittaa, etta
Papa-negatiivisilla/HPV-negatiivisilla potilailla kohdunkaulan sairauden riski on pienempi kuin perinteisesti
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maaritetyilla matalan riskiluokan naisilla, joiden HPV-tilaa ei tiedeta, ja Papa-negatiivisilla/HPV-
positiivisilla potilailla.

Naiden pitkittdisanalyysien tulokset on esitetty taulukoissa 12 ja 13 alla.

Taulukko 12
Tulosyhteenveto: NCI- ja ranskalaistutkimus
Korkea-asteisen sairauden suhteellinen riski

Ika Matalan riskin n CIN 3+ Maara (sataa Suhteellinen
Tutkimusryhma luokitus tapaukset potilasvuotta riski
kohti) (95 %:n
luottamusv.)
Papa-koe normaali, 12 054 28 0,043 0,897
HPV-negatiivinen (0,596, 1,348)
30 jayli Perakkaiset 9429 19 0,048 1,000
normaalit Papa-
NC kokeet*
Papa-koe normaali, 17 594 48 0,056 0,678
HPV-negatiivinen (0,514, 0,894)
Kaikki Perakkaiset 13 392 44 0,082 1,000
normaalit Papa-
kokeet*
Papa-koe normaali, 1690 3 0,084 0,849
HPV-negatiivinen (0,307, 2,35)
30 jayli Perakkaiset 2026 4 0,099 1,000
normaalit Papa-
Ranska kokeet” -
Papa-koe normaali, 2180 3 0,066 0,491
HPV-negatiivinen (0,221, 1,09)
Kaikki Perakkaiset 2650 7 0,136 1,000
normaalit Papa-
kokeet*

*Kolme normaalia Papa-koetta vuodessa noin kahden vuoden jaksolla

Taulukko 13
Tulosyhteenveto: NCI- ja ranskalaistutkimus
HPV-lahtoétilanteen tilalla ositetut sairastuvuusluvut

lka Lahtétilanteen n CIN 3+ Maara (sataa Suhteellinen
Tutkimusryhma tila tapaukset potilasvuotta riski
kohti) (95 %:n
luottamusv.)
Papa 1078 24 0,451 10,50
normaali, (6,13, 18,0)
HPV-
- positiivinen
30 ja yii Papa-koe 12 054 28 0,043 1,00
normaali,
HPV-
NC negatiivinen
Papa 2 561 63 0,096 10,64
normaali, (7,33-15,5)
HPV-
Sl positiivinen
Kaikki Papa-koe 17 594 48 0,056 1,00
normaali,
HPV-
negatiivinen
Papa 419 14 2,346 27,3
normaali, (8,41, 88,3)
HPV-
- positiivinen
30 ja yii Papa-koe 1696 3 0,084 1,00
normaali,
HPV-
negatiivinen
Ranska Papa 619 22 2,520 37,0
normaali, (11,8, 116)
HPV-
Sl positiivinen
Kaikki Papa-koe 2180 3 0,066 1,00
normaali,
HPV-
negatiivinen
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HPV-kokeen Kliinisesta hyddyllisyydesta on osoituksena myos se, ettd HPV-positiivisilla naisilla on
suurempi kohdunkaulan sairauden riski kuin HPV-negatiivisilla naisilla.

ANALYYTTINEN HERKKYYS

Ei-kliininen, kloonattua HPV-plasmidi-DNA:ta siséltédvé paneeli testattiin sen maarittdémiseksi, voidaanko
kaikki 18 HPV-tyyppia osoittaa digene HC2 HPV DNA -kokeella seka voidaanko kokeen analyyttinen
herkkyys maarittda kullekin HPV-tyypille. Kaikkien 18 HPV-tyypin (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68) kukin HPV-kohdepitoisuus (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5
pg/ml ja 0,2 pg/ml) ajettiin kolmena rinnakkaiskokeena asianmukaisella matalan riskin HPV-koettimella tai
korkean riskin HPV-koettimella. Signaalin keskiarvo (suhteellisina valoyksikkoina, RLU) laskettiin kunkin
HPV-tyypin kaikille pitoisuuksille, ja sita verrattiin korkean riskin positiiviseen kalibraattoriin analyysin
vastaavalla puolella.

Taulukossa 14 esitetaan kunkin HPV-tyypin havaitsemisraja STM:ssa. Havaitsemisrajat vaihtelivat 0,62
pg/ml:n ja 1,39 pg/ml:n valilla testattavan HPV-tyypin mukaan. Arvioitu maara, jolla kaikki HPV-tyypit
voitiin havaita, oli 1,09 pg HPVDNA -kohdetta per 1 ml STM-naytetta. Kaikkien 18 HPV DNA -tyypin
havaitsemisrajan keskiarvo oli 1,09 pg/ml, kun keskihajonta oli 0,05.

Taulukko 14
digene HC2 HPV DNA -kokeen havaitsemisrajojen yhteenveto
kunkin STM:ssa olevan HPV DNA -tyypin herkkyyden osalta

HPV DNA Havaittava HPV:n DNA- |  Keski- 35 %:in
. . - luottamusvalin

-tyyppi pitoisuus (pg/ml) hajonta alue
6 1,33 0,03 1,22-1,46

11 1,13 0,05 1,00-1,29

16 1,09 0,06 0,94-1,29

18 1,05 0,05 0,88-1,29

31 1,01 0,05 0,91-1,15

33 1,35 0,02 1,26-1,45

35 1,11 0,05 0,95-1,31

39 1,39 0,09 1,16-1,71

42 1,20 0,05 1,02-1,44

43 0,85 0,03 0,86-1,07

44 1,17 0,04 1,02-1,36

45 1,14 0,04 0,99-1,35

51 0,78 0,10 0,70-0,88

52 1,37 0,06 1,21-1,58

56 0,62 0,04 0,58-0,67

58 0,82 0,04 0,73-0,94

59 1,10 0,06 1,00-1,21

68 1,19 0,04 1,03-1,39
Keskiarvo 1,09 0,05 0,97-1,27

(kaikki tyypit)

YHDISTELMAKOETINSEOSTA (CPC) KAYTTAVAN MENETELMAN SUORITUSKYKY

Edellad kuvattu ei-kliininen HPV-plasmidi-DNA:ta sisaltdva paneeli testattiin sen maarittdmiseksi,
voidaanko kaikkien kahdeksantoista digene HC2 HPV DNA -kokeen HPV-tyypin analyyttinen herkkyys
maarittdd noudattamalla tassa selosteessa kuvattua yhdistelmakoetinseosta (CPC) kayttavaa
menetelmaa. CPC-protokollan analyyttinen herkkyys vaihteli 0,58—1,39 pg/ml ja taso, jolla kaikki HPV-
tyypit voitiin havaita, oli arviolta 0,95 pg/ml HPV DNA -kohdetta per 1ml naytetta. Havaitsemisrajan
keskiarvo kaikilla 18 HPV-tyypeilla oli 0,95 pg/ml, kun keskihajonta oli 0,07. Tama herkkyys vastaa digene
HC2 HPV DNA -kokeen kahden koettimen menetelmassa havaittua analyyttistd herkkyytta.
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STM-NAYTTEIDEN JA PRESERVCYT-LIUOSNAYTTEIDEN VALINEN EKVIVALENSSI

STM-naytteiden ja PreservCyt-liuosnaytteiden valinen ekvivalenssi tutkittin HPV 18 -DNA:n yhtalaisen
talteensaannin suhteen noin 10° positiivisesta HeLa-solusta, jotka sisalsivat integroituja HPV 18 -
genomeja lisattyind STM:4an ja negatiiviseen solupopulaatioon PreservCyt-liuokseen. Kukin naytetyyppi
kasiteltiin tassa kayttdohjeessa kuvattujen vastaavien kasittely- ja denaturointiohjeiden mukaisesti ja
testattiin digene HC2 HPV DNA -kokeella kayttamalla korkean riskin HPV-koetinta. Tulokset osoittivat,
ettd HPV 18 -DNA:n talteensaanti ihmisen karsinoomasoluista oli vastaavaa tasoa naissa kahdessa
aineessa ja etta PreservCyt-liuoksen valmistusmenetelma ei vaikuta digene HC2 HPV DNA -kokeen
analyyttiseen herkkyyteen.

SUREPATH-NAYTTEEN TULOSTEN KORRELAATIO STM-NAYTTEIDEN KANSSA KLIINISESSA
POPULAATIOSSA

Kaksivaiheinen kliininen arviointi suoritettiin kuudessa naytteenkerayskeskuksessa ja kolmessa
testauspaikassa Yhdysvalloissa. STD-klinikoiden, gynekologisten vastaanottojen, kolposkopiaklinikoiden,
sairaaloiden tai perheneuvontakeskusten potilaat iimoittautuivat ennalta maaritettyjen tutkimusten
hyvaksymis- tai poisjattamiskriteerien perusteella. Esitutkimusvaiheeseen, jonka tarkoituksena ol
maarittdd asianmukainen digene HC2 High-Risk HPV DNA -analyysin raja-arvo SurePath-naytteille,
osallistui noin 400 potilasta. Kliininen varmennusvaihe, johon osallistui noin 1 500 potilasta ja jonka
tarkoituksena oli valitun analyysin raja-arvon varmennus, aloitettiin sen jalkeen, kun toteutettavuuden
valianalyysi osoitti, ettd analyysin raja-arvo 1,0 RLU/CO SurePath-naytteita kaytettdessa tuotti
hyvaksyttavan yhtapitavyyden STM-naytteiden tulosten kanssa.

Kummassakin arviointivaiheessa SurePath- ja STM-kohdunkaulanayteparit otettiin tutkimukseen
vapaaehtoisesti osallistuvilta naishenkil6iltd. SurePath-naytteet [&hetettiin sitten sytologialaboratorioon
liuskojen valmistelua varten. Sytologisen valmistelun jalkeen jaljelle jaanyt SurePath-nayte ja vastaava
STM-nayte testattiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella kayttaen analyysin raja-arvona

1,0 RLU/CO.

Taulukossa 15 esitetdan SurePath-tulosten vastaavuus STM-naytteiden kanssa. Nama arviot tehtiin
lopullisista tuloksista, jotka hyvaksyttiin data-analyysia varten koko tutkimukseen osallistuneesta
vaestosta.

Taulukko 15
SurePath-tuloksen yhtépitidvyys STM:n kanssa
(kaikenikaiset potilaat ja kaikki sytologiset luokitukset)
(n =1490)

Positiivinen vastaavuus-% Negatiivinen vastaavuus-%
95 %:n luottamusvali 95 %:n luottamusvali
(n/N) n/N)
Korkeiden Matalien
Kaikki positiivisten Kaikki negatiivisten
positiivisia alaryhma negatiivisia alaryhma
(RLU/CO 2 2,5) RLU/CO (< 0,80)
93,5 96,4 95,3 96,0
90,7, 95,6 94,1, 98,0 93,8, 96,5 94,6, 97,1
(401/429) (378/392) (1011/1 061) (1.002/1 044)

Nama tulokset ennakoivat, ettd SurePath-naytteiden testauksen suhteellinen analyysiherkkyys ja -
spesifisyys korreloivat voimakkaasti STM-naytetyypilla saatujen tulosten kanssa. Tasta osoituksena ovat

95 %:n luottamusvalin alaraja seka positiivisen ettd negatiivisen yhtapitdvyyden osalta.
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TOISTETTAVUUS

Toistettavuudesta suoritettiin monikeskustutkimus tarkoituksena maarittda digene HC2 HPV DNA -kokeen
toistettavuus paivien valilla ja tutkimuspaikkojen valilla seka yleinen toistettavuus. Kokeessa kaytettiin
HPV-DNA -kohteiden paneelia sekd HPV-positiivisia ja HPV-negatiivisia kliinisia naytteita.

Kolme ulkoista laboratoriota suoritti kokeen samalla digene HC2 HPV DNA Test -tarvikesarjan eralla
kolmena eri paivana kayttden identtistd toistettavuuspaneelia. Toistettavuuspaneeli sisalsi seuraavat
naytteet: 12 denaturoitua kliinistd STM-naytepoolia; kolme denaturoimatonta kliinistd PreservCyt-liuoksen
naytepoolia; negatiivinen kalibraattori sekd matalan riskin ja korkean riskin positiiviset kalibraattorit 0,5
pg/ml:n, 1 pg/ml:n, 2,5 pg/ml:n, 5 pg/ml:n ja 10 pg/ml:n pitoisuuksina. Kaikki paneelin jasenet testattiin
kolmena rinnakkaiskokeena kunakin paivand seka korkean riskin HPV-koettimella ettd CPC-
menetelmalld. Tulokset esitetdan taulukossa 16.

Taulukko 16

Kokonaistilastojen yhteenveto
digene HC2 HPV DNA -kokeen monikeskustoistettavuuden osalta

Yhdistetyt
. . . . . tulokset
Tilastollinen KORKEAN RISKIN Yhdistelmakoetinseos -
HPV-KOETIN CPC korkean riskin HPV-
suure ) ( ) koettimelle ja
CPC:lie’
Ennakoitujen
: pqsnnwstelrl . o 99,8 % o
ja havaitun positiivisen 100 % (98,92-100,0) 99,9 %
tuloksen antaneiden (99,0-100,0) ’ ’ (99,38-100,0)
maara
Ennakoitujen
. ppsnuwsteq_ _ . 98.9 % .
ja havaitun negatiivisen 99,0 % (96,79-99,77) 99,0 %
tuloksen antaneiden (97,49-99,73) ’ ’ (97,88—-99,58)
maara
99,5 %
. 99.5 % ’ 99,5 %
Yhtéapitavyys (98,70-99,86) (98,70-99,86) (99,0-99,78)
Kappa 0,990 0,989 0,990

®Suluissa olevat luvut tarkoittavat 95 %:n luottamusvalia. Kokonaisainestossa on yhdistetty kaikkien
tutkimuspaikkojen kaikki kokeet.

Tama osoittaa, ettéd digene HC2 HPV DNA -kokeen toistettavuus kliinisilla, STM:8an keratyilla naytteilla

on erittdin hyva.
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RISTIREAGOINTI

RISTIREAKTIIVISUUSPANEELI

Joukko naisen anogenitaalialueella yleisesti esiintyvia bakteereita, viruksia ja plasmideja seka joukko
iholla elavia HPV-tyyppeja, joista oli kaytettavissa klooneja, tutkittiin niiden ja digene HC2 HPV DNA -
kokeessa kaytettyjen HPV-koettimien ristireagoivuuden maarittdmiseksi. Mikro-organismien pitoisuudet
analyysissa olivat 1x10 ja 1x10’ organismia yhta millilitraa kohti. Virusten ja plasmidien puhdistetun
DNA:n analyysipitoisuus oli 4 ng/ml.

Alla on luettelo testatuista bakteereista. Kaikki bakteerit antoivat negatiivisen tuloksen digene HC2 HPV
DNA -kokeessa.

Acinetobacter anitratus Mycoplasma hyorhinis

Acinetobacter Iwoffi (ATCC 17908) Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) Neisseria lactamica (NRL 2118)
Bacteroides melaninogenicus Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
Candida albicans (ATCC 14053 tai 10231) Neisseria sicca (ATCC 29256)
Chlamydia trachomatis Peptostreptococcus anaerobius
Enterobacter cloacae Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
Escherichia coli (HB101)* Serratia marcescens

Escherichia coli Staphylococcus aureus (Cowan strain)
Fusobacterium nucleatum Staphylococcus epidermidis
Gardnerella vaginalis Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
Haemophilus ducreyi Streptococcus pyogenes (ATCC27762)
Klebsiella pneumoniae Treponema pallidum

Lactobacillus acidophilus Trichomonas vaginalis

Mobiluncus curtisii Ureaplasma urealyticum

Mobiluncus mulieris
Mycoplasma hominis

* Analyysissa analysoitiin sekd plasmidien kasvattamiseen kaytetty E. coli -kanta (HB101) ettd E. colin
kliininen isolaatti.

Seuraavassa on luettelo testatusta virus- tai plasmidi-DNA:sta tai ihmisesta peraisin olevasta seerumista:

Adenovirus 2 Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 1
Sytomegalovirus 2 Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 2
Epstein-Barr-virus Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 3
Hepatiitti B -viruksen pinta-antigeenille positiivinen seerumi Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 4
Herpes Simplex | Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 5
Herpes Simplex Il Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 8
Immuunikatovirus (HIV, RT DNA) Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 13
Apinavirus, tyyppi 40 (SV40) Ihmisen papilloomavirus (HPV), tyyppi 30

pBR322

Ainoat virukset tai plasmidit, joilla havaittiin ristireaktiivisuutta digene HC2 HPV DNA -kokeessa, olivat
HPV-tyyppi 13 ja plasmidi pBR322. HPV 13 -DNA reagoi vain matalan riskin HPV-koettimeen. HPV 13:a
havaitaan yleisesti tiettyjen etnisten ryhmien huulileesioissa, mutta sita ei ole havaittu anogenitaalisessa
kanavassa.”’ Tasta syysta HPV 13:n ja digene HC2 HPV DNA -kokeen matalan riskin HPV-koettimen
valilla havaitun ristireaktiivisuuden ei odoteta aiheuttavan kliinisesti ristiriitaista tulosta anogenitaalisten
naytteiden osalta. pBR322:n ja digene HC2 HPV DNA -kokeen matalan riskin ja korkean riskien HPV-
koettimien valilla ei oleteta esiintyvan ristireaktiivisuutta, koska on vaikeaa poistaa kaikki vektori pBR322
DNA HPV-inserttia eristettdessa. pBR322:n homologisten sekvenssien olemassaolo on todettu ihmisen
sukupuolielimista otetuissa naytteissa, ja vaaria positiivisia tuloksia voi ilmeta tilanteissa, joissa mukana
on suuria maaria bakteeriperaista plasmidiainesta.298 kliinista naytetta, joiden tulos digene HC2 HPV
DNA -kokeen matalan ja korkean riskin HPV-koettimilla oli positiivinen, osoittivat, etteivat mitkaan
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positiiviset tulokset johtuneet pBR322:sta, kun se testattiin pBR322-koettimella.Tasta syysta sen
mahdollisuus, ettd digene HC2 HPV DNA -kokeen vaara positiivinen tulos aiheutuisi kliinisissa naytteissa
olevista homologisista pBR322-sekvensseista, vaikuttaa pienelta.

RISTIHYBRIDISOITUMINEN

Kaikki 18 HPV-tyyppia testattiin sekd matalan riskin ettd korkean riskin HPV-koettimilla, joiden HPV DNA -
pitoisuudet olivat 4 ng/ml. Kaikkien HPV-kohteiden odotettiin olevan positiiviset asianmukaiselle
koetinryhmalle, kun taas naytteistd ei yhdenkdan odotettu olevan positiivinen vastakkaiselle
koetinryhmalle. Kokeessa ilmeni, ettd HPV-tyyppien 6 ja 42 (matalan riskin HPV-tyypit) ja korkean riskin
koetinryhman (korkean riskin HPV-koetin) valilld tapahtuu pieni maara ristihybridisointia. Naytteet, joissa
on runsaasti (4 ng/ml tai enemman) HPV 6- tai HPV 42 DNA:ta, saattavat olla positiivisia kummallekin
koetinryhmalle. Taman kliininen merkitsevyys on se, ettd potilaat, joiden HPV 6- tai HPV 42 -DNA-
pitoisuus on 4 ng/ml tai suurempi, voidaan ohjata kolposkopiaan.

Lisaksi korkean riskin HPV-koettimen on havaittu ristireagoivan HPV-tyyppien 40, 53 ja 66 kanssa. Nama
tyypit ovat harvinaisia, eikd nayttda ole tarpeeksi sen osoittamiseksi, etta naiden tyyppien tulehduksella ja
korkea-asteisen sairauden kehittymisen valilla olisi tdsmallinen korrelaatio®®. Potilaita, joilla ilmenee
runsaasti kyseisten HPV-tyyppien DNA:ta, saatetaan lahettda kolposkopiaan vaarin perustein. Myds
kirjallisuudessa on raportoitu, ettd monimutkaiset, tassa kokeessa kaytetyn kaltaiset koettimet saattavat
antaa vaaria positiivisia tuloksia siitd syysta, etta niilla tapahtuu ristihybridisointia HPV-tyyppien 11, 53,
54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 tai MM9 kanssa.” Vaikka useat naista HPV-tyypeista ovat harvinaisia tai
uudentyyppisia eika niitd usein havaita korkea-asteisessa sairaudessa, voidaan kolposkopiaan ohjata
vaarin perustein potilaita, joiden naytteissa on runsaasti naitd HPV-DNA-tyyppeja.

VEREN JA MUIDEN AINEIDEN VAIKUTUS STM-NAYTTEISIIN

digene HC2 HPV DNA -kokeessa arvioitiin veren ja muiden mahdollisesti hairitsevien, maariteltyjen tai
maarittelemattdmien aineiden vaikutusta. Kokoverta, ematinhuuhteluainetta, voidemaista -sienildaketta ja
ehkaisygeelia (aineita, joita voidaan yleisesti havaita kohdunkaulanaytteissa) lisattiin STM-negatiivisiin ja
-positiivisiin naytteisiin (kliininen ndytepooli ja ei-kliiniset naytteet) sellaisina pitoisuuksina kuin niitd voi
iimeta kohdunkaulanaytteissa. Yhtaan vaaraa positiivista tulosta ei havaittu ndiden neljan aineen kohdalla
milldan pitoisuudella. Mutta vaara negatiivinen tulos saatettiin raportoida kliinisissa naytteissa, joissa HPV
DNA:n maarat olivat Iahella analyysin positiivista raja-arvoa (1 pg/ml), jos naytteissa esiintyi runsaasti
voidemaista sienilaaketta tai ehkaisygeelia. On kuitenkin hyvin epatodennakdista, etta kliininen nayte
koostuisi Iahes kokonaan jostain naista aineista, silla kohdunkaula puhdistetaan rutiininomaisesti ennen
Papa-naytteen ottamista seka HPV-testausta varten.

VEREN JA MUIDEN AINEIDEN VAIKUTUS PRESERVCYT-LIUOKSESSA OLEVIIN NAYTTEISIIN

digene HC2 HPV DNA -kokeessa arvioitiin Kliinisissa PreservCyt-liuosnaytteissa mahdollisesti olevan
veren ja muiden mahdollisesti hairitsevien, maariteltyjen tai maarittelemattémien aineiden vaikutusta.
Kokoverta, ematinhuuhteluainetta, voidemaista -sienilddkettd ja ehkaisygeelia (aineita, joita voidaan
yleisesti havaita kohdunkaulandytteissa) lisattiin PreservCyt-liuoksen negatiivisiin ja positiivisiin kliinisiin
naytepooleihin sellaisina pitoisuuksina kuin niitéd saattaa ilmeta kohdunkaulanaytteissa. Yhtdan vaaraa
positiivista tai vaaraa negatiivista tulosta ei havaittu naiden neljan aineen kohdalla milldan pitoisuudella.
Lisaksi joidenkin kliinisten naytteiden sisaltamat niille ominaiset aineet eivat estda HPV-DNA:n tunnistusta
digene HC2 HPV DNA -kokeessa.

digene HC2 HPV DNA -KOKEEN TOISTETTAVUUS KLIINISILLA, STM:AAN KERATYILLA
NAYTTEILLA

digene HC2 HPV DNA -kokeen toistettavuus Kliinisilla, STM:aan keratyilla naytteilla maaritettiin
tutkimuksessa, jossa kaytettiin 20 kliinista poolia (10 positiivista ja 10 negatiivista), jotka oli valmistettu
yhdistdmalla aiemmin denaturoidut ja testatut kohdunkaulan STM:aan keratyt harjanaytteet. Naytteet
testattiin 4 replikaateissa jokaisena 5 paivana yhteensa 20 replikaatille naytetta kohti. Kokeessa kaytettiin
yhdistelmakoetinseosta kayttavaad menetelmaa. Keskiarvot, keskihajonta ja 95 %:n luottamusvalit
keskiarvojen ymparilla laskettiin jokaiselle naytteelle vuorokauden sisalla ja viiden vuorokauden ajalta, ja
ne esitetdan taulukossa 17.
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Taulukko 17
RLU/CO-keskiarvo + luottamusvilit ja positiivisten prosenttimaara
(Alenevassa jarjestyksessa RLU/CO-keskiarvon mukaan)

Nayte- Keskiarvo
Numero tunnus RLU/CO Luottamusvali Positiivisia (%)
1 10 3,18 3,02-3,35 100 (20/20)
2 20 1,43 1,36—1,50 100 (20/20)
3 11 1,25 1,20-1,28 100 (20/20)
4 12 1,21 1,15-1,27 100 (20/20)
5 15 1,20 1,14-1,25 100 (20/20)
6 13 1,07 1,01-1,11 80 (16/20)
7 16 1,06 1,01-1,09 75 (15/20)
8 17 1,04 1,00-1,06 80 (16/20)
9 14 0,98 0,92-1,02 45 (9/20)
10 18 0,92 0,87-0,96 20 (4/20)
11 19 0,72 0,68-0,75 0 (0/20)
12 7 0,40 0,33-0,46 0 (0/20)
13 4 0,38 0,35-0,39 0 (0/20)
14 9 0,37 0,32-0,41 0 (0/20)
15 1 0,35 0,32-0,36 0 (0/20)
16 2 0,35 0,31-0,37 0 (0/20)
17 8 0,32 0,29-0,34 0 (0/20)
18 3 0,30 0,27-0,31 0 (0/20)
19 6 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
20 5 0,26 0,23-0,28 0 (0/20)

Niissa viidessa naytteessa, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintdan 20 % korkeampi kuin raja-arvo
(numerot 1-5), sata replikaattia sadasta (100,0 %) oli positiivisia. Niissa viidessa naytteessa, joiden
RLU/CO-keskiarvo oli enintdan 20 % korkeampi tai alempi kuin raja-arvo (numerot 6-10), 60 replikaattia
sadasta (60 %) oli positiivisia ja 40 replikaattia sadasta (40 %) negatiivisia. Niissa 10 naytteessa, joiden
RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % pienempi kuin raja-arvo, 200 replikaattia 200:sta (100 %) oli negatiivisia.

Nain ollen naytteet, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintdan 20 % suurempi kuin raja-arvo, olivat koko ajan
positiivisia, kun taas naytteet, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintaan 20 % pienempi kuin raja-arvo, olivat
koko ajan negatiivisia. Tama osoittaa, ettd yhdenmukaisia tuloksia voidaan odottaa naytteilta, jotka
eroavat vahintaan 20 % raja-arvosta. Raja-arvon laheiset naytteet tuottivat Iahestulkoon yhta suuren
maaran positiivisia ja negatiivisia tuloksia. Nama tiedot osoittavat, ettd STM-naytteilla saatiin toistettavia
tuloksia kaytettdessa digene HC2 HPV DNA -koetta.

digene HC2 HPV DNA -KOKEEN TOISTETTAVUUS KLIINISILLA, PRESERVCYT-LIUOKSEEN
KERATYILLA NAYTTEILLA

digene HC2 HPV DNA -kokeen toistettavuus kliinisilla, PreservCyt-liuokseen keratyilla naytteilla
maaritettiin tutkimuksessa, jossa kaytettiin 24 nollanaytetta, joiden pitoisuudet kattoivat HPV-DNA:n
pitoisuusalueen. Naytteet koostuivat PreservCyt-liuoksesta ja valkosoluista, joissa oli ja ei ollut HPV 16 -
plasmidia sisaltavia bakteereja.

Naytteistd tehtiin nelja replikaattianalyysia kunakin viitena paivana, jolloin saatiin yhteensa 20 replikaattia
per nayte. Jokaisena viitena tutkimuspaivana jokaisesta naytteesta otettiin 8 ml:n nayte, joka kasiteltiin ja
testattiin digene HC2 Sample Conversion Kit -kayttdohjeen mukaisesti kayttamalla vain korkean riskin
HPV-koetinta. Kullekin naytteelle laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja 95 %:n luottamusvalit (Cl) kunakin
paivana kaikkien viiden paivan aikana kaikilla replikaateilla. Kunkin naytteen RLU/CO-keskiarvo,
keskiarvon luottamusvali ja positiivisten replikaattien prosentuaalinen maara esitetdan RLU/CO-
keskiarvon mukaan alenevassa jarjestyksessa taulukossa 18.
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Taulukko 18

RLU/CO-keskiarvo + luottamusvilit ja positiivisten prosenttimaara

(Alenevassa jarjestyksessa RLU/CO-keskiarvon mukaan)

Nayte- Keskimaar.

Numero nro RLU/CO Luottamusvali Positiivisia (%)
1 21 3,51 3,19-3,83 100 (20/20)
2 12 1,58 1,48-1,69 100 (20/20)
3 13 1,42 1,32-1,52 100 (20/20)
4 17 1,38 1,23-1,53 100 (20/20)
5 18 1,36 1,23-1,48 90 (18/20)
6 15 1,32 1,16—1,49 95 (19/20)
7 23 1,17 1,06-1,27 85 (17/20)
8 16 1,14 1,07-1,20 75 (15/20)
9 20 1,10 0,96-1,21 75 (15/20)
10 19 1,06 0,95-1,17 85 (17/20)
11 22 1,05 0,99-1,10 45 (9/19)
12 11 1,04 0,96-1,11 70 (14/20)
13 14 0,94 0,86-—1,01 65 (13/20)
14 24 0,77 0,73-0,81 25 (5/20)
15 3 0,28 0,25-0,30 0 (0/20)
16 1 0,27 0,24-0,30 0 (0/20)
17 7 0,27 0,25-0,30 0 (0/20)
18 2 0,27 0,25-0,28 0 (0/20)
19 5 0,26 0,24-0,28 0 (0/20)
20 4 0,24 0,22-0,25 0 (0/20)
21 9 0,23 0,21-0,25 0 (0/20)
22 8 0,22 0,18-0,27 0 (0/20)
23 10 0,22 0,20-0,25 0 (0/20)
24 6 0,19 0,17-0,21 0 (0/20)

Niissa kuudessa naytteessa, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintdan 20 % suurempi kuin raja-arvo
(numerot 1-6), 114 replikaattia 120:sta (95,0 %) oli positiivisia. Niissa seitsemassa naytteessa, joiden
RLU/CO-keskiarvo oli enintdan 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo (numerot 7—13), 88 replikaattia
139:sta (63,3 %) oli positiivisia ja 51 replikaattia 139:sta (36,7 %) negatiivisia. Niissa neljdssa naytteessa,
jotka olivat enintaan 10 % raja-arvon yla- tai alapuolella, 41 replikaattia 79:sta (51,9 %) oli positiivisia ja
38 replikaattia 79:sta (48,1 %) negatiivisia. Niissa 11 naytteessa, joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 %
pienempi kuin raja-arvo, 220 replikaatista 220 (100 %) oli negatiivisia.

Nain ollen naytteet, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintdan 20 % suurempi kuin raja-arvo, olivat
positiivisia yli 95 % ajasta, kun taas naytteet, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintadan 20 % pienempi kuin
raja-arvo, olivat koko ajan negatiivisia. Tama osoittaa, ettd yhdenmukaisia tuloksia voidaan odottaa
naytteilta, jotka eroavat vahintaan 20 % raja-arvosta. Raja-arvon Iaheiset naytteet tuottivat lahestulkoon
yhta suuren maaran positiivisia ja negatiivisia tuloksia. Nama tiedot osoittavat, ettéd PreservCyt-

liuosnaytteilla saatiin toistettavia tuloksia kaytettaessa digene HC2 HPV DNA -koetta.

digene HC2 HIGH-RISK HPV DNA -KOKEEN TOISTETTAVUUS SUREPATH-
SAILONTANESTEESEEN KERATYILLA NAYTTEILLA

Toistettavuusarvionnit tehtiin, jotta voitaisiin maarittdd kolmen eri laboratorion kyky saada samanlaisia
diagnostisia tuloksia eri tavoin ja eri ajoilla samanlaisista naytteista, joiden positiivinen/negatiivinen HPV-
tila tunnettiin, kun kaytettiin arvioinnin raja-arvoa 1,0 RLU/CO. Toistettavuuspaneelin naytteet sisalsivat
viisi HPV-positiivista naytetta, kaksi naytetta, joiden HPV DNA -pitoisuus oli lahella arvion raja-arvoa, ja
viisi negatiivista HPV-naytetta.
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Paneelin jasenet valmisteltiin yhdistamalla ainutlaatuiset SurePath-potilasnaytteet tunnetusti negatiivisen
ja positiivisen HPV-tilan kanssa, jotta saatiin halutut RLU/CO-kohdearvot. Kukin paneelin jasen testattiin
kahdesti, kaksi kertaa paivdssd viiden paivan ajan kaikissa kolmessa arviointiin osallistuvassa
laboratoriossa.

Taulukko 19
SurePath-naytteiden toistettavuustutkimus
Kvalitatiiviset tulokset paneelijasenittain

Paneelin | RLU/CO- Odotettu HPV- HPV-
jasen keskiarvo tulos positiivinen negatiivinen
n (%) n (%)
1 0,20 negatiivinen 0 (0) 60 (100)
2 0,21 negatiivinen 0 (0) 60 (100)
3 0,22 negatiivinen 0 (0) 60 (100)
4 0,28 negatiivinen 2 (3,3) 58 (96,7)
5 0,36 negatiivinen 2 (3,3) 58 (96,7)
6 0,83 negatiivinen 13 (21,7) 47 (78,3)
7 1,17 positiivinen 26 (43,3) 34 (56,7)
8 19,47 positiivinen 60 (100) 0(0)
9 25,65 positiivinen 60 (100) 0(0)
10 81,52 positiivinen 60 (100) 0(0)
11 154,18 positiivinen 60 (100) 0(0)
12 765,29 positiivinen 60 (100) 0(0)

SUREPATH-TULOKSEN TOISTETTAVUUS KAYTETTAESSA RAPID CAPTURE SYSTEM -
JARJESTELMAA ANALYYSIN KASITTELYSSA

SurePath-naytteiden tulosten toistettavuutta verrattiin manuaalisen kasittelyn tuloksiin kaytettdessa Rapid
Capture System -jarjestelmaa analyysin kasittelyyn. Saman naytteen eri osanaytteilld suoritettiin kaksi
vertaustutkimusta.

Taulukko 20
Naytekohtainen SurePath-tulosten vastaavuus RCS:n kanssa
(RCS vs. manuaalinen arviointi)

Positiivinen vastaavuus-% Negatiivinen vastaavuus-%
95 %:n luottamusvali 95 %:n luottamusvali
(n/N) n/N)
Korkeiden Matalien
Kaikki positiivisten Kaikki negatiivisten
positiivisia alaryhma negatiivisia alaryhma
(RLU/CO 2 2,5) RLU/CO (< 0,80)
99,0 100 97,7 98,7
417/421 375/375 1057/1 079 1 050/1 064
97,6, 99,7 99,0, 100 96,9, 98,7 97,8, 99,28
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MENETELMAN RAJOITUKSET

In vitro -diagnostiseen kayttéon

Katso Rapid Capture System -jdrjestelmadn kdyttooppaasta menetelman lisdrajoitukset, jotka
koskevat erityisesti jarjestelman kayttoa suurten ndaytemaarien tehokkaassa testauksessa.

o digene HC2 HPV DNA -koetta, joka on tarkoitettu ihmisen papilloomavirustyyppien 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68 testaamiseen, ei suositella kaytettavan epaillyn
seksuaalisen hyvaksikaytdn arvioinnissa.

) HPV-infektion esiintyminen populaatiossa voi vaikuttaa suorituskykyyn. Positiiviset ennustearvot
alenevat kun testataan populaatioita, joissa esiintyvyys on vahainen, tai yksil6ita, joilla ei ole
infektioriskia.

o Negatiivinen tulos ei sulje pois HPV-infektiota, silla hyvin vahainen infektio tai ndytteenotossa
tapahtunut virhe voi aiheuttaa vaaran negatiivisen tuloksen.

o digene HC2 HPV DNA -koe erottelee HPV-tyypit kahteen ryhmaan: HPV 6/11/42/43/44 ja
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Koe ei erottele naiden ryhmien sisalla olevia eri
virustyyppeja.

) digene HC2 HPV DNA -koetta voi kayttaa vain sellaisille kohdunkaulan naytteille, jotka on keratty
digene HC2 DNA Collection -laitteella, tai STM:aan keratyille koepaloille tai kohdunkaulan
naytteille, jotka on keratty kayttdamalla harjatyypin keruulaitetta tai yhdessa harjaa ja lastaa ja
asetettu PreservCyt-liuokseen, tai kohdunkaulan naytteille, jotka on keratty SurePath-
sailontanesteeseen. Koepalanaytteet voidaan analysoida vain, jos ne asetetaan valittomasti
STM:aan ja niita sailytetaan —20 °C:ssa analyysiin saakka.

. digene HC2 DNA -naytteenottolaitetta ei saa kayttaa naytteiden kerddmiseen raskaana olevilta
naisilta.

o HPV-infektio ei ole varma korkea-asteisen kohdunkaulan sairauden ilmaisin, eika se kaikissa
tapauksissa viittaa siihen, ettd korkea-asteinen sairaus tai sydpa kehittyy.

. HPV-tyyppien 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 56, MM4, MM7, MM8 ja MM9 seka korkean riskin HPV-
koettimen valilla tapahtuu vahaista ristihybridisointia. Kolposkopiaan saatetaan virheellisin
perustein lahettaa potilaita, joilla iimenee runsaasti naita HPV-tyyppejé38.

o digene HC2 HPV DNA -koe suunniteltiin havaitsemaan matalan ja korkean riskin HPV-tyypit,
mukaan lukien 39, 58, 59 ja 68. QIAGEN:In suorittamat analyyttiset tutkimukset, joissa kaytettiin
kloonattua HPV:n plasmidi-DNA:ta, osoittivat, ettd analyysi havaitsee kyseiset tyypit pitoisuuksilla
0,62—-1,39 pg/ml. Tama tulos vastaa taysin muiden digene HC2 HPV DNA -kokeella havaittavien
HPV-tyyppien tunnistusominaisuuksia. QIAGEN on kyennyt varmentamaan naiden HPV-tyyppien
tunnistuksen vain vahaisessa maarassa kliinisia naytteitd. Koska naita tyyppeja on vahan
kokonaisvaestdssa (kuten Bosch et. al*® ovat osoittaneet), digene HC2 HPV DNA -kokeen
suorituskykyominaisuuksia HPV-tyyppien 39, 58, 59 ja 68 tunnistamisen suhteen ei ole
vahvistettu tilastollisesti.

) Jos HPV-testaukseen tarkoitetun naytteen ottamispaikassa on runsaasti voidemaista
sieniladkettd, ehkaisygeelid tai ematinhuuhteluainetta, vaaran negatiivisen tuloksen mahdollisuus
on olemassa, mikali naytteiden HPV DNA -pitoisuuksien RLU/CO-arvot lahenevat analyysin raja-
arvoa.

) Ristireagointi digene HC2 HPV DNA -kokeen koettimen ja plasmidi pBR322:n valilla on
mahdollista. pBR322:n homologisten sekvenssien olemassaolo on todettu ihmisen
sukupuolielimista otetuissa naytteissa, ja vaaria positiivisia tuloksia voi ilmeta tilanteissa, joissa
mukana on suuria maaria bakteeriperaista plasmidiainesta.
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VIANETSINTAOPAS

Havainto

Mahdolliset syyt

Toimenpiteet

Denaturaation aikana
on havaittu vaara
varimuutos tai ei
lainkaan
varimuutosta.

Denaturointireagenssi on
valmistettu vaarin, tai

denaturointireagenssia ei
ole lisatty

Naytteessa on verta tai
muita aineita, jotka estavat
varimuutoksen
havaitsemisen.

Naytteen pH saattaa olla
epatavallisen hapan.

Tarkista, ettéd denaturointireagenssi sisaltaa ilmaisinvaria ja on variltdan tumman
violetti.

Varmista denaturointireagenssin lisdys naytteeseen mittaamalla naytteen tilavuus
(pitaisi olla 1,5 ml). Jos maaran perusteella iimenee, ettd denaturointireagenssia ei ole
lisatty, lisdys suoritetaan, jonka jalkeen sekoitetaan, ja analyysi voidaan suorittaa,
mikali oikea varimuutos ilmenee.

Kuvattua tarkkaa varimuutosta ei odoteta tapahtuvan tdmantyyppisissa naytteissa, eika
tama valttamatta vaikuta heikentavasti digene HC2 HPV DNA -kokeen tuloksiin.

Mikali muuta syyta ei I6ydy, nayte voi olla epatavallisen hapan, jolloin odotettua
varimuutosta ei tapahdu. Koska naytteen vaara pH heikentaa koetuloksia, ota uusi nayte
ennen kohdunkaulan etikkahappokasittelya.

Laatukontrollit
antavat vaaria
tuloksia.

Koetta varten on valittu
vaara ohjelmistoprotokolla
(esim. CPC-protokolla
kaksoismenetelmaan)

QC1-LRjaQC2-HR
sijoitettu vaarassa
jarjestyksessa

LRC:n ja QC1-LR:n ja/tai
HRC:n ja QC1-HR:n
kaanteinen sijainti

Jos kokeessa on kaytetty vaaraa ohjelmistoprotokollaa, lue mikrolevy uudestaan
30 minuutin kuluessa tunnistusreagenssi 2:n lisddmisesta ja oikeaa protokollaa
kayttaen.

Testaa naytteet uudelleen.

Testaa naytteet uudelleen.

Hybridisoitaessa
havaittu vaara
varimuutos.

Koetinseoksen riittamatén
sekoittuminen
denaturoituihin
kalibraattoreihin,
kontrolleihin ja/tai
naytteisiin; tai koetinseosta
ei ole lisatty; tai on lisatty
virheellinen maara
reagenssia.

Naytteessa on verta tai
muita aineita, jotka estavat
varimuutoksen
havaitsemisen.

Naytteen STM-maara <
1000 pl.

Ravistele hybridisointimikrolevya tai mikroputkitelinetta vield kahden minuutin ajan.
Jos senkin jéalkeen jaljella violetin varisia kuoppia, lisda 25 p:a asianmukaista
koetinseosta ja sekoita hyvin. Jos koettimen lisddmisen ja uudelleensekoittamisen
jalkeen ei tapahdu oikeaa varimuutosta eika naytteessa ollut verta eikd muita aineita,
testaa nayte uudelleen.

Kuvattua tarkkaa varimuutosta ei odoteta tapahtuvan taméantyyppisissa néytteissa, eika
tama valttamatta vaikuta heikentavasti digene HC2 HPV DNA -kokeen tuloksiin.

Tarkista alkuperaisen naytteen maara. Maaran tulee olla 1 350 pl £ 20 pl (kun on
poistettu 75 pl matalan ja korkean riskin HPV-koettimia varten). Jos maara on <
1 350 pl, alkuperéisen naytteen STM oli < 1 000 pl. Hanki uusi nayte.
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Havainto

Mahdolliset syyt

Toimenpiteet

Analyysi ei lapaise

varmennuskriteereja.

Signaalia ei havaita
positiivisissa
kalibraattoreissa,
laatukontrolleissa tai
naytteissa.

Koetinta ei ole lisatty
koetinlaimennokseen.

Valmistamisen aikana on
tapahtunut koettimen
ribonukleaasikontaminaatio.

Koettimen ja koettimen
laimentimen riittdmaton
sekoittaminen.

Laimennetun koettimen ja
denaturoidun naytteen
riittmaton sekoittuminen.

Vaara aika tai lampétila
hybridisointivaiheessa.

Riittamaton sekoittuminen
sieppausvaiheen aikana.

Koettimet tai koetinseokset
tai hybridisointiputket
vaihtuneet.

Tunnistusreagenssi 1:ta ei
ole lisatty oikeaa maaraa,
tai inkubointiaika ei ole
ohjeiden mukainen.

Tunnistusreagenssi 2:ta ei
ole lisatty oikeaa maaraa,
tai inkubointiaika ei ole
ohjeiden mukainen.

Luminometrin toimintahéirié
tai virheellinen ohjelmointi.

Valmista koetinseokset tédssa kayttdohjeessa kuvatulla tavalla. Varusta putket
huolellisesti tunnistusmerkinnalla.

Kayta aerosolin estavia pipetinkéarkia koetinta pipetoidessasi ja kdyta suojakasineita.
Kayta vain puhtaita uusia kertakayttoisia reagenssialtaita.

Kun olet lisdnnyt koetinta koettimen laimentimeen, sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla suurella nopeudella vahintaan viiden sekunnin ajan. Nakyvan
nestepydrteen pitdd muodostua.

Kun olet lisdnnyt koetinseosta ja naytetta kuhunkin hybridisointimikrolevyn kuoppaan
tai mikroputkeen, ravistele Rotary Shaker | -laitteessa nopeudella 1 100 + 100
kierrosta minuutissa 3 + 2 minuutin ajan. Tarkista, etta vari kaikissa
putkissa/mikrokuopissa muuttuu violetista keltaiseksi.

Hybridisoi 60 + 5 minuutin ajan 65 + 2 °C:ssa. Tarkista Microplate Heater | -laitteen tai
vesihauteen lampdtila. Varmista, ettd Microplate Heater | tai vesihaude on saadetty
lammittamaan naytteet oikeaan lampdtilaan ja etta laitetta esilammitetdan 60 minuutin
ajan ennen kayttoa. Varmista, etté vesihauteessa on sopivasti vettd naytteiden
saattamiseksi oikeaan lampétilaan. Vesihauteet tulee kalibroida maaraajoin.

Ravistele Rotary Shaker | -laitteessa 60 + 5 minuuttia 20-25 °C:n lampdtilassa tassa
kayttdohjeessa kuvatulla tavalla. Varmenna Rotary Shaker | -laitteen nopeus
kalibroimalla Rotary Shaker | -kdytt6oppaan Ravistelijan nopeuden kalibrointi -
kohdassa kuvatulla tavalla.

Valmista koetinseokset huolellisesti ja varusta koetinseosputket asianmukaisilla
tunnistusmerkinnéilla. Varmista, etta lisdat oikean koettimen oikeisiin
hybridisointiputkiin. Varusta koetinseosputket, hybridisointiputket ja/tai telineet
tunnistusmerkinnéillé vaihtumismahdollisuuden minimoimiseksi.

Pipetoi 75 ul tunnistusreagenssi 1:ta jokaiseen kuoppaan kayttamalla
kahdeksankanavaista pipettoria. Inkuboi 20-25 °C:ssa 30-45 minuutin ajan.

Pipetoi 75 pl tunnistusreagenssi 2:ta kuhunkin kuoppaan kayttden 8-kanavaista
annostelijaa. Inkuboi 20-25 °C:ssa 15—-30 minuutin ajan.

Katso liséohjeita vastaavasta kayttdoppaasta tai ota yhteys QIAGENin paikalliseen
edustajaan.
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Havainto

Mahdolliset syyt

Toimenpiteet

Kohonneet RLU-arvot
kalibraattoreissa,
laatukontrolleissa
jaltai naytteissa (RLU-
arvo 2 200 useissa tai
kaikissa
kuopissa).Analyysi ei
valttamatta lapaise
varmennuskriteereja.

Denaturointireagenssia ei
ole lisatty; tai lisatty
virheellinen maara
reagenssia; tai riittématon
denaturointireagenssin
sekoittuminen naytteisiin tai
kalibraattoreihin.

Luminometrissa on
valovuoto.

Luukku ei ole tiivis.
Luukkua ympargiva tiiviste
rikkoutunut.

Tunnistusreagenssi 1:n tai
eksogeenisen alkalisen
fosfataasin aiheuttama
tunnistusreagenssi 2:n tai
sieppausmikrolevyn
kuoppien kontaminaatio.

Kontaminoitunut
pesupuskuri.

Kontaminoitunut
levykonepesuri.

Sieppausmikrolevyn
kuoppien riittdmatén pesu
tunnistusreagenssi 1:n
inkuboinnin jalkeen.

Mikrolevyn kuopissa on
tunnistusreagenssi 1:n
kontaminaatio.

Hybridisointiliuoksen
blottaus Kimtowels- tai
vastaavien
nukkaamattomien
paperipyyhkeiden samaan
kohtaan.

Blottaukseen on kaytetty
vaaranlaisia pyyhkeita.

Varmista ennen denaturointireagenssin lisdamista, etté sarjapipetoija annostelee
oikein. Kalibroidut pipetit ovat perusehto. Lisaa puoli tilavuutta denaturointireagenssia
kuhunkin putkeen ja sekoita hyvin. Vaarien positiivisten tulosten valttamiseksi
varmista, ettd neste huuhtoo putken koko sisépinnan. Kalibraattoreiden,
laatukontrollien ja naytteiden tulee denaturointireagenssin lisddmisen jalkeen muuttua
violetin varisiksi.

Tarkista luminometrin taustaluku lukemalla tyhja mikrolevy. Yli 50 RLU:n lukema
indikoi valovuotoa. Katso lisdohjeita vastaavasta kayttoppaasta tai ota yhteys
QIAGENIn paikalliseen edustajaan.

Katso tdman Vianetsinta-osion Kontaminaation tarkastaminen -kohta.

Katso tdman Vianetsinta-osion Kontaminaation tarkastaminen -kohta.

Katso tdméan Vianetsinta-osion Kontaminaation tarkastaminen -kohta.

Pese mikrolevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttdamalla kuopat
joka kerta niin, ettd puskuri valuu yli, tai kayttdmalla levykonepesuria. Pesun jalkeen
kuopissa ei saa nakya jaddmia vaaleanpunaisesta nesteestd. Katso lisatietoja
kontaminaation tai toimintahairididen testauksesta levykonepesurin kéyttéoppaasta.

Varmista, etta kaikki typinnat ovat puhtaita ja kuivia. Kasittele tunnistusreagenssi 1:ta
varoen. Suojaa aerosoleilta.
Ala blottaa Kimtowels-pyyhkeiden tai vastaavien nukkaamattomien paperipyyhkeiden

aiemmin kaytettyyn kohtaan.

Kayta blottaukseen Kimtowels- tai vastaavia nukkaamattomia paperipyyhkeita.

Alhaiset PC/NC-
suhdeluvut tai
runsaasti heikosti
positiviisia naytteita,
joissa suhde on < 2,0
(> 20 %). Analyysi ei
valttamatta lapaise
varmennuskriteereja.

Riitdmatén naytteen
valmistelu.

Koettimen riittdmaton
sekoittuminen tai koetinta
on testeissa lisatty liian
vahan.

Riittdmatén maara
laimennettua koetinta lisatty
hybridisointimikroputkiin.

Tunnistusreagenssi 1:n
aktiivisuuden
huononeminen.

Puutteellinen sieppaus.

Inadekvaatti pesu.

Kontaminoitunut
pesupuskuri.

Lisaa tarvittava maara denaturointireagenssia ja sekoita perusteellisesti vorteksoimalla.
Vaarien positiivisten tulosten valttdmiseksi varmista, ettd neste huuhtoo putken koko
sisépinnan. Varmista ennen denaturointi-inkubointia PreservCyt-nayteliuosten
tapauksessa, etta solupelletin perusteellinen sekoitus ja uudelleensuspendointi on
valmis. Tarkista protokollan tiedot digene HC2 Sample Conversion Kit -kayttdohjeesta.
Naytteen varin on muututtava selvasti kirkkaasta tummanvioletiksi. Inkuboi 65 °C:n

(£ 2 °C) lampdtilassa 45 minuuttia ( £ 5 minuuttia).

Valmista koetinseokset ohjeiden mukaisesti. Sekoita perusteellisesti vorteksoimalla.
Varmista, etta syntyy nakyva nestepydrre. Koetinseoksia on lisattava putkiin
ylipainesyrjaytykseen perustuvilla pipettoreilla tai monikanavaisella pipettorilla, jotta
annostelu tapahtuu varmasti tarkasti.

Varmista ennen koetinseoksen lisadmista hybridisointimikrolevylle tai mikroputkiin, etta
8-kanavainen pipettetori annostelee tarkasti. Lisaa 25 pl koetinseosta kuhunkin
denaturoitua kalibraattoria, laatukontrolleja ja kliinisia naytteita sisaltavaan
mikrolevykuoppaan tai mikroputkeen. Varmista ennen koetinseoksen lisdamista
hybridisointimikrolevyn kuoppiin, ettd 8-kanavainen pipettori annostelee tarkasti. Varin
tulee koetinseoksen lisddmisen ja perusteellisen sekoittamisen jalkeen muuttua
tummasta violetista keltaiseksi. PreservCyt-liuosnaytteiden tulee muuttua
vaaleanpunaisiksi eika keltaisiksi.

Sailyta tunnistusreagenssi 1:td 2—-8 °C:ssa. Kayta ennen ulkopakkaukseen merkittya
viimeista kayttopaivaa.

Kayta sieppausvaiheessa Rotary Shaker I:t4, jonka nopeudeksi on sdadetty
1100 % 100 kierrosta minuutissa. Varmenna ravistimen nopeus kalibroimalla.

Pese mikrolevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttamalla kuopat
joka kerta niin, etta puskuri valuu yli, tai kayttamalla levykonepesuria.

Katso tdmén Vianetsintd-osion Kontaminaation tarkastaminen -kohta.
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Havainto Mahdolliset syyt Toimenpiteet
Sarja positiivisia Sieppausmikrolevyn Sieppausmikrolevy on aina peitettava inkubointien ajaksi. Valta putkien altistamista
naytteitd, joiden RLU- kuoppien aerosolikontaminaatiolle analyysin aikana. Kayta toimenpiteiden aikana puuterittomia

arvot ovat
suunnilleen samat.

kontaminoituminen
analyysikasittelyssa.

Tunnistusreagenssi 2:n

kontaminaatio.

Levykonepesurin
toimintah&irié.

kasineita.

Varo, ettei naytteistd kontaminoidu annostellessasi tunnistusreagenssi 2:ta
sieppausmikrolevyn kuoppiin. Esta tunnistusreagenssi 2:n kontaminoituminen
tunnistusreagenssi 1:n aerosoleilla tai laboratoriopdlylla jne.

Katso lisatietoja kontaminaation tai toimintahairiiden testauksesta tasta Vianetsinta-
osiosta tai levykonepesurin kdyttéoppaasta.

Suuret %CV-erot
replikaateissa.

Epatarkka annostelu.

Riittdméaton sekoittuminen.

Liian vahan nestetta
siirretty
hybridisointimikroputkista
sieppausmikrolevyn
kuoppiin.

Vaarat pesuolosuhteet.
Mikrolevyn kuopissa on

tunnistusreagenssi 1:n
kontaminaatio.

Tarkista, etté pipettori annostelee toistettavia maaria. Kalibroi pipetit sdanndllisesti.

Sekoita perusteellisesti kaikissa vaiheissa. Vorteksoi ennen denaturointi-inkubointia
seka koetinseoksen lisddmisen jalkeen. Varmista ndkyvan nestepydrteen syntyminen.

Huolehdi siirtdessasi nestettad hybridisointimikrolevyjen kuopista tai -mikroputkista
sieppausmikrolevyn kuoppiin, etta siirretyt maarat ovat toistettavia.

Pese mikrolevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttamalla kuopat
joka kerta niin, ettd puskuri valuu yli, tai kayttamalla levykonepesuria ja asianmukaisia
levykonepesurin kayttdmenettelyja.

Varmista, etta kaikki typinnat ovat puhtaita ja kuivia. Kasittele tunnistusreagenssi 1:ta
varoen. Suojaa aerosoleilta.

Negatiivisiksi
tiedetyista naytteista
on saatu vaaran
positiiviset tulokset.

Tunnistusreagenssi 2
kontaminoitunut.

Mikrolevyn kuopissa on
tunnistusreagenssi 1:n
kontaminaatio.

Useita riveja on blotattu
Kimtowel-pyyhkeen tai
vastaavan paperipyyhkeen
samaan kohtaan.

Riittdmatén naytteen
valmistelu.

Vaarat pesuolosuhteet.

Pipetinkarjen
kontaminoituminen
denaturoimattomasta
aineesta siirrettdessa
denaturoitu nayte HPV-
koettimen hybridisointissa
kaytettyyn mikroputkeen tai
mikrolevykuoppaan.

Varo naytteiden ristiin kontaminoitumista kun siirrat tunnistusreagenssi 2:ta naytteiden
valilld. Jos tarvikesarjasta kaytetaan vain osa, ota analyysia varten tarvittava maara
puhtaaseen kertakayttdiseen reagenssiséilioon ennen annostelijan tayttamista.

Pese mikrolevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttdémalla kuopat
joka kerta niin, ettd puskuri valuu yli, tai kayttamalla levykonepesuria. Pesun jalkeen
mikrolevyn kuopissa ei saa nékya jdamia vaaleanpunaisesta nesteesta.

Al3 blottaa aiemmin kéytettyyn kohtaan kontaminaation valttimiseksi.

Lisaa tarvittava maara denaturointireagenssia ja sekoita perusteellisesti vorteksoimalla.
Jottei analyysissa saada vaaria positiivisia tuloksia, varmista, etta neste huuhtoo
putken koko sisdpinnan joko manuaalisella menetelmalla tai MST Vortexer 2 -
menetelmalla (manuaalisen vorteksointimenetelman tapauksessa putkea on
kaannettava kerran). Varmista ennen denaturointi-inkubointia PreservCyt-nayteliuosten
tapauksessa, etta solupelletin perusteellinen sekoitus ja uudelleensuspendointi on
valmis. Tarkista protokollan tiedot digene HC2 Sample Conversion Kit -kayttdohjeesta.
Kaikissa naytteissa tulee olla havaittavissa varin selva muuttuminen tumman violetiksi.
Inkuboi 65 + 2 °C:n lampdtilassa 45 + 5 minuuttia. SurePath-naytteita on inkuboitava
90 + 5 minuuttia 65 + 2 °C:n lampdtilassa.

Pese mikrolevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttdamalla kuopat
joka kerta niin, ettd puskuri valuu yli, tai kayttamalla levykonepesuria ja asianmukaisia
levykonepesurin menettelyohjeita.

Naytteen kasittelytoimenpiteen denaturointivaihe on suoritettava naiden kayttéohjeiden
mukaisesti. Naytteen vaara vorteksointi, putken kdantaminen ylésalaisin ja putken
ravistaminen voivat aiheuttaa kohdunkaulanaytteille endogeenisten epaspesifien
RNA:DNA-hybridien epataydellisen denaturoinnin. Erityisesti PreservCyt-liuosnaytteita
tai SurePath-sailontanestetta kaytettdessa naité hybrideja esiintyy todennakoisesti
naytteen denaturointiputken sisdseinamilla. Jotta tdma denaturoimaton soluaines ei
siirtyisi ndytteeseen, pipetin karki ei saa koskettaa naytteen denaturointiputken seinamia
siirrettdessa denaturoitua naytettd HPV-koettimen hybridisointissa kaytettyyn
mikroputkeen tai mikrolevykuoppaan.
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Havainto

Mahdolliset syyt

Toimenpiteet

Kohonneet
negatiivisen
kalibraattorin RLU-
arvot (RLU-arvot >
200). Analyysin
loppuosassa analyysi
toimi odotetulla
tavalla.

Tunnistusreagenssi 2:ta
inkuboitiin yli 20-25 °C:n
lampdtilassa.

Tunnistusreagenssi 2:ta on
inkuboitu yli 30 minuutin
ajan.

Tunnistusreagenssi 2 tai
pesupuskuri
kontaminoitunut alkalisella
fosfataasilla tai
tunnistusreagenssi 1:113.

tehdaan 20-25 °C:n lampdtilassa.

Suorita koe uudelleen ja varmista, etta sieppaus- ja tunnistusvaiheissa inkubointi

Lue levy 15 minuutin kuluttua inkuboinnista (viimeistdan 30 minuutin kuluttua
inkuboinnista) 20-25 °C:n lampétilassa.

Katso tdmén Vianetsinta-osion Kontaminaation tarkastaminen -kohta.

Analyysi ei lapaise
varmennuskriteereja.
Kohonnut PC/NC-
suhde.

HRC:n ja QC2-HR:n ja/tai
LRC:n ja QC1-LR:n
kaanteinen sijainti

Testaa naytteet uudelleen. Lue kalibraattorin ja laatukontrollien pullojen tuote-etiketit
huolellisesti, jotta naita reagensseja ei aseteta kaanteisesti.

KONTAMINAATIOTARKISTUS

Arvioitu reagenssi

| Kontaminaatiotarkistusmenetelma

| Tulosten tulkinta

Huomautus: Pipetoi tunnistusreagenssi 2 huolellisesti kontaminaation estdmiseksi. Kayta suojakasineité ja valtd koskemasta

tyéskentelytasoihin pi

petin karjella.

Tunnistusreagenssi
2

Pipetoi 75 pl otettua, jaljelle jaanytta tai alkuperaista
tunnistusreagenssi 2:ta tyhjaan sieppausmikrolevyn
kuoppaan.

Inkuboi 20—-25 °C:n lampétilassa 15 minuuttia. Suojaa
suoralta auringonvalolta.

Lue mikrolevyn kuopat luminometrilla.

Huomautus: Tunnistusreagenssi 2:n testaaminen
kolmena kappaleena tuottaa optimaalisen suorituskyvyn
arvioinnin.

Tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
arvon tulisi olla < 50 RLU:ta.

Jos tunnistusreagenssi 2:n arvot ovat
< 50 RLU:ta, tunnistusreagenssi 2:ta
voidaan kayttaa arvion toistamiseen.
Jos se on kontaminoitunut (> 50
RLU:ta), ota kayttdon uusi
tarvikesarja ja toista analyysi.

Pesupuskurilaite
jaltai
veden ldhde

Pipetoi 75 pl tunnistusreagenssi 2:ta neljaan erilliseen
keraysmikrolevyn kuoppaan.

Merkitse kuopat 1-4.

Kuoppa 1 on tunnistusreagenssi 2:n kontrolli.

Pipetoi 10 pl pesupuskuria pesuainepullosta
kuoppaan 2.

Anna pesupuskurin virrata pesuletkun I1api.

Pipetoi 10 ul pesupuskuria letkusta kuoppaan 3.

Ota pesupuskurin valmistukseen kaytetyn veden
osanayte. Pipetoi 10 pl vettd kuoppaan 4.

Inkuboi 20—-25 °C:n lampédtilassa 15 minuuttia. Suojaa
suoralta auringonvalolta.

Lue mikrolevyn kuopat luminometrilla.

Tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
(kuoppa 1) arvon tulisi olla < 50 RLU.
Vertaa RLU-arvoa kuopista 2, 3 ja 4
tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
RLU-arvoon (kuoppa 1). Yksittaisten
RLU-arvojen kuopista 2, 3 ja 4 tulisi
olla korkeintaan 50 RLU:ta
tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
RLU-arvosta (kuoppa 1).

Arvot, jotka ovat yli 50 RLU:ta
tunnistusreagenssi 2:n kontrollista,
tarkoittavat kontaminaatiota. Katso
pesulaitteen puhdistus- ja
kunnossapito-ohjeita Reagenssin
valmistelu ja sdilytys -kohdasta.

Levykonepesuri

Pipetoi 75 pl tunnistusreagenssi 2:ta viiteen erilliseen
keraysmikrolevyn kuoppaan.

Merkitse kuopat 1-5.

Kuoppa 1 on tunnistusreagenssi 2:n kontrolli.
Pipetoi 10 pl pesupuskuria kuoppaan 2 levypesurin
pullosta, johon on merkitty Wash (Pesu).

Pipetoi 10 pl huuhtelunestetta levypesurin Rinse
(Huuhtelu) -merkinnalla varustetusta pullosta
kuoppaan 3.

Paina Prime (Esitaytd) -nappainta levyn pesulaitteen
nappaimistdssa, jolloin pesupuskuri virtaa letkujen
lapi.

Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta kuoppaan
4.

Paina levyn pesulaitteen nappaimistdon Rinse-
nappainta, jolloin huuhteluaine virtaa letkujen lapi.
Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta kuoppaan
5

Peita ja inkuboi 20-25 °C:n lampdtilassa
15 minuuttia. Suojaa suoralta auringonvalolta.
Lue mikrolevyn kuopat luminometrilla.

Tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
(kuoppa 1) arvon tulisi olla < 50 RLU.
Vertaa RLU-arvoa kuopista 2, 3, 4 ja
5 tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
RLU-arvoon (kuoppa 1). Yksittaisten
RLU-arvojen kuopista 2, 3, 4 ja 5
tulisi olla korkeintaan 50 RLU:ta
tunnistusreagenssi 2:n kontrollin
RLU-arvosta (kuoppa 1).

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

Katso lisatietoja dekontaminaatioon
liittyvista toimenpiteista
levykonepesurin kayttéohjeesta.
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QIAGEN YHTEYSTIEDOT

Kayta tuotteen mukana toimitettua yhteystietolomaketta ottaessasi yhteyttd oman alueesi QIAGEN-
edustajaan.

Tavaramerkit: QIAGEN®, digene®, Hybrid Capture®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); CDP-Star®(Tropix, Inc.);
Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorfe, Repeater® (Eppendorf AG); Excel®,
Microsoft® (Microsoft Corporation); Kimtowels® (Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.);
PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company); PreservCyt®, ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR
International, Inc.).

Tassa asiakirjassa mainittuja rekisterodityja nimia, tavaramerkkeja jne. on pidettava lain suojaamina, vaikkei niita olisi
erityisesti sellaisiksi merkitty.

Tama tuote ja sen kayttdbmenetelma on suojattu yhdella tai useammalla seuraavista patenteista:

HPV:ta koskevien US-patenttien numerot
5643715 5712092 ¢ 5876922 ¢ 5952 487 ¢ 5958 674 ¢ 5981 173 @ 6 107 086

Hybridien sieppausta koskevan US-patentin numero
6 228 578B1
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digene HC2 HPV DNA -koe

TARKEAA: On térked tutustua menetelméaan yksityiskohtaisesti ennen tdmén yhteenvedon soveltamista.

Toimenpide

Manuaalinen vorteksointimenetelma

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2 -menetelma

DENATUROINTI

(Katso PreservCyt-
liuosnaytteden
kayttoa varten digene
HC2 Sample
Conversion Kit -
kayttoohje)

Varusta hybridisointimikroputket tunnistusmerkinnalla.
Valmistele denaturointireagenssi.

Pipetoi denaturointireagenssi (tilavuus vastaa puolta naytetilavuudesta)
kalibraattoreihin, laatukontrolleihin ja naytteisiin.
Vorteksoi jokaista naytetta, kalibraattoria ja laatukontrollia yksittéin
5 sekunnin ajan (katso lisatietoja tasta kayttdohjeesta).
Varmista, etta kaikki puiket ovat violetin variset.

Inkuboi 65 + 2 °C:ssa 45 + 5 minuutin ajan.
N
Valmista HPV-koetinseos.
N2

%
N

Varusta hybridisointimikrolevy tunnistimella.
Valmistele denaturointireagenssi.

Pipetoi denaturointireagenssi (tilavuus vastaa puolta
naytetilavuudesta) kalibraattoreihin, laatukontrolleihin ja naytteisiin.
Varmista, etté kaikki putket ovat violetin variset.

Peita teline kalvolla ja kannella.

Vorteksoi 10 sekunnin ajan.

Inkuboi 65 + 2 °C:ssa 45 + 5 minuutin ajan.

Valmista HPV-koetinseos.

HYBRIDISAATIO

Yhdistelmdkoetinseo
sta kayttava
menetelma

Kahden koettimen
menetelma

Vesihaudemenetelma
Sekoita denaturoitu néyte hyvin ja pipetoi 75 pl putkiin.
N2

Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 10 minuuttia.

Pipetoi 25 pl yhdistelmakoetinseosta
hybridisointimikroputkiin.

TAI
Sekoita denaturoitu nayte hyvin ja pipetoi 75 pl "matalan riskin” putkiin.
Sekoita denaturoitu nayte hyvin ja pipetoi 75 pl "korkean riskin” putkiin.
N

Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 10 minuuttia.

Pipetoi 25 yl matalan riskin HPV-koetinseosta "matalan riskin” putkiin.
Pipetoi 25 ul korkean riskin HPV-koetinseosta "korkean riskin” putkiin.
%

%

Peitd mikroputket mikrolevyn tiivisteella ja ravistele Rotary Shaker | -
laitteessa 1 100 £ 100 kierroksen minuuttinopeudella 3 £ 2 minuutin
ajan.

Varmista, etta kaikki putket nayttavat keltaisilta.

%

Inkuboi 60 + 5 minuuttia 65 + 2 °C:ssa.
Valmista sieppausmikrolevy.

v
v

Microplate Heater | -menetelma

Sekoita denaturoitu ndytekuoppa ja pipetoi
75 pl mikrolevyn kuoppiin.
N

Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 10 minuuttia.

Pipetoi 25 pl yhdistelmakoetinseosta
hybridisointimikrolevyn kuoppiin.
TAI
Sekoita denaturoitu nayte hyvin ja pipetoi 75 pl "matalan riskin”
mikrolevyn kuoppiin ja 75 pl "kor\ll(’ean riskin” mikrolevyn kuoppiin.

Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 10 minuuttia.

Pipetoi 25 pl matalan riskin HPV-koetinseosta
"LR”-mikrolevyn kuoppiin.
Pipetoi 25 pl matalan riskin HPV-koetinseosta
"HR”-mikrolevyn kuoppiin.
N

Peita mikrolevy mikrolevyn kannella ja ravistele Rotary Shaker | -
laitteessa 1 100 + 100 kierroksen minuuttinopeudella 3 £ 2 minuutin
ajan.

Varmista, etté kaikki putket nayttavat keltaisilta.

%

Inkuboi 65 + 2 °C:ssa 60 * 5 minuutin ajan.
Valmista sieppausmikrolevy.

HYBRIDIN SIEPPAUS

Siirré kunkin hybridisointimikrolevykuopan tai mikroputken sisalté vastaavaan sieppausmikrolevyn kuoppaan kayttden 8-kanavaista annostelijaa.
Peitd mikrolevyn kannella tai mikrolevyn tiivisteella.
Peita levyn kannella tai levytiivisteella.
Ravistele 1 100 = 100 kierroksen minuuttinopeudella 20-25 °C:ssa for 60 + 5 minuutin ajan. Valmista pesupuskuri.

Dekantoi ja blottaa sieppausmikrolevy (katso lisatietoja tasta kayttdohjeesta).

Pipetoi 75 pl tunnistusreagenssi 1:ta jokaiseen sieppausmikrolevyn kuoppaan.
Peita sieppausmikrolevy mikrolevyn kannella, Parafilmilla tai vastaavalla.

HYBRIDIN Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 30—-45 minuuttia. Pese mikrolevy valitsemallasi menetelmalla.
TUNNISTUS N
PESEMINEN Manuaalinen pesumenetelma Levykonepesurimenetelma
Dekantoi ja blottaa sieppausmikrolevy Aseta mikrolevy pesulaitteeseen ja paina "START/STOP”
(katso lisatietoja tasta kayttdohjeesta). (Kaynnistys/pysaytys) -nappainta.
N N
Pese kuusi kertaa. Siirry seuraavaan vaiheeseen.
Blottaa nukkaamattomilla paperipyyhkeilla. %
N %
N
Pipetoi 75 pl tunnistusreagenssi 2:ta jokaiseen sieppausmikrolevyn kuoppaan.
SIGNAALIN Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 15-30 minuuttia.
VAHVISTUS N
LUKEMINEN

Lue sieppausmikrolevy DML-laitteella.
N

Varmenna analyysi ja tulkitse naytteen tulokset.
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