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NAMN OCH ANVANDNINGSOMRADE

For in vitro-diagnostisk anvandning.

digene HC2 HPV DNA-testet som baseras pa Hybrid Capture® 2 (HC2)-teknik ar en
nukleinsyrahybridiseringsanalys med signalférstarkning som anvander kemiluminescens pa
mikrotiterplatta for kvalitativ detektion av 18 lagrisk- och hogrisktyper av HPV-DNA i cervixprover.

Cervixprover som kan testas med digene HC2 HPV DNA-testet inkluderar foljande:

e Prover som tagits med digene HC2 DNA Collection Device

e Prover som tagits med en provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel och
sedan placerats i PreservCyt-ldsning (se bruksanvisningen till digene HC2 Sample Conversion-
kitet for fullstdndig information)

e Prover som samlats in i SurePath-konserveringsvatska (ENDAST for High-Risk HPV DNA-test)

e Biopsier som samlats in i digene Specimen Transport Medium (STM, provtransportmedium)

Nar lagrisk- och hogrisk-HPV-proberna anvands ar anvandningen av detta test indicerat:

e For att underlatta diagnostiseringen av sexuellt éverférbara HPV-infektioner med HPV-typ 6, 11,
16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68.

e  FOr att skilja mellan tva HPV-DNA-grupper: lagrisk-HPV-typ 6, 11, 42, 43 och 44 och hogrisk-
HPV-typ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68. De specifika HPV-typerna som ar
narvarande kan daremot inte faststallas.

Indikationen for hégrisk-HPV-proben ar:

o fOr detektionen av hogrisk-HPV-typerna 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68 vilka
har visats vara den priméara orsaksfaktorn fér utveckling av cervixcancer.

e som ett inledande allmant screeningtest av befolkningen, fér anvédndning med eller utan pap
smear, for att identifiera kvinnor med dkad risk for att utveckla cervixcancer eller befintlig
hdggradig cervixsjukdom. HPV-diagnos ar i allt hdgre grad indikativ for cervixsjukdom med
stigande alder.

e som ett uppféljningstest for patienter med avvikande resultat pa pap smear eller cervixsjukdom
for att faststalla behovet av remiss till kolposkopi eller andra uppféljningsatgarder.

e som ett uppféljningstest for patienter med pap smear-resultat som visar pa LSIL (laggradig
skvamds intraeptellesion) eller HSIL (héggradig skvamdos intraepitellesion) fére kolposkopi. For
dessa patienter ar ett digene HC2 HPV DNA-testresultat till hjalp for Iakaren i patientvarden
genom att underlatta riskbeddmningen av kvinnor for att utesluta héggradig sjukdom.

digene HC2 HPV DNA-testet ska anvandas tillsammans med klinisk information som harrér fran andra
diagnostiska test och screeningtest, kroppsundersokningar och fullstandig anamnes i enlighet med
lampliga tillvagagangssatt i patientvarden. Resultat fran digene HC2 HPV DNA-testet far inte utgora det
enda grundvalet vid klinisk bedémning och behandling av patienter.



SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Foérekomsten av vissa HPV-typer i kvinnans slida ar associerad med ett flertal sjukdomar, inklusive
kondylom, Bowenoid papulos samt cervikal, vaginal och vulvar intraepitelial neoplasi och karcinom.-3 Det
ar allmant vedertaget att dessa virus foretrddesvis dverfors sexuellt och att hdgrisktyperna av HPV ar den
storsta identifierade riskfaktorn fér utveckling av cervixcancer.4-

Humana papillomvirus bestar av en ikosahedral viruspartikel (virion) som innehaller en dubbelstrangad,
cirkular DNA-molekyl med 8 000 baspar, omgiven av ett kapsidprotein. Nar epitelceller infekterats
etableras virus-DNA i hela epitelet, men intakta virioner aterfinns endast i de 6vre vavnadsskikten. Darfér
kan virus-DNA hittas antingen i virioner eller som episomala eller integrerade HPV-sekvenser, beroende
pa lesionstyp och -grad.

Hittills har det inte gatt att odla HPV in vitro, och immunologiska tester ar otillrackliga nar det galler att
faststalla féorekomsten av HPV-infektion i cervix. Indirekt evidens fér anogenital HPV-infektion kan
erhallas via kroppsunderstkning och genom férekomsten av karakteristiska cellférandringar som
associeras med virusreplikation i pap smear eller biopsiprover. Alternativt kan biopsier analyseras med
nukleinsyrahybridisering for att direkt detektera forekomsten av HPV-DNA.

Historiskt sett har HPV-typ 16 och 18 betraktats som HPV-typer férenade med hog risk fér cancer och
HPV-typ 6 och 11 som HPV-typer férenade med |ag risk for cancer.s-10HPV-typ 31, 33 och 35 har visats
ha en intermediar association med cancer.211-14 Trots denna anvandbara begreppsmassiga ram, star
dessa 7 HPV-typer endast for cirka 70 % av cervikala neoplasmer.e-11 Yiterligare HPV-typer, daribland 39,
42,43, 44, 45, 51,52, 56, 58, 59 och 68, har identifierats som de huvudsakliga HPV-typerna som kan
detekteras i de aterstaende lesionerna 15-2032-36, Dessa HPV-typer kan ocksa kategoriseras i lagrisk-,
intermedidra och hogriskgrupper baserat pa deras relativa fordelning i olika histopatologiska
diagnoskategorier.21.32-37

HPV-DNA har visats féorekomma hos cirka 10 % av alla kvinnor med normalt cervixepitel men den faktiska
prevalensen i specifika grupper av kvinnor paverkas starkt av alder och andra demografiska
variabler.2.10.21.31 Prospektiva studier har visat att 15-28 % av kvinnor som testats positiva for HPV-DNA
utvecklade skvamos intraepitelial neoplasi (SIL) inom 2 ar jamfért med endast 1-3 % av kvinnor som
testats negativa for HPV-DNA.2223 | synnerhet var risken storre for progression fér HPV-typ 16 och 18
(cirka 40 %) an for andra HPV-typer.22



PRINCIP FOR PROCEDUREN

digene HC2 HPV DNA-testet, med anvandning av HC2-teknik, ar en hybridiseringsanalys med
antikroppsinfangning och signalforstarkning som anvander kemiluminescens pa mikrotiterplatta for
detektion. Prover som innehaller mal-DNA hybridiserar med en specifik HPV RNA-prob. De resulterande
RNA:DNA-hybriderna binder till en brunn tackt med antikroppar specifika for RNA:DNA-hybrider. De
immobiliserade hybriderna far darefter reagera med alkaliskt fosfataskonjugerade antikroppar specifika
for RNA:DNA-hybriderna och detekteras med ett kemiluminescenssubstrat. Flera molekyler av alkaliskt
fosfatas konjugeras till varje antikropp. Atskilliga konjugerade antikroppar binds till varje infangad hybrid
vilket leder till avsevard signalférstarkning. Nar substratet klyvs av det bundna alkaliska fosfataset
emitteras ljus som mats sdsom relativa ljusenheter (RLU) med en luminometer. Ljusets emitterade
intensitet anger franvaro eller narvaro av mal-DNA i provet.

RLU-matt lika med eller storre an cutoff-vardet visar narvaro av HPV DNA i provet. Ett RLU-matt under
cutoff-vardet visar franvaro av de specifika HPV DNA-sekvenser som testas eller indikerar HPV DNA-
nivaer under analysens detektionsgrans.

Det gar att testa stora provvolymer med digene HC2 HPV DNA-testet med anvandning av Rapid
Capture® System (RCS). Instrumentet kan behandla upp till 352 prover pa atta timmar. For att mojliggéra
hégkapacitetstestning utférs analysens samtliga steg med RCS med undantag av denaturering av prover,
kemiluminescent signaldetektion och resultatrapportering.



MEDFOLJANDE REAGENS OCH MATERIAL

Det finns 96 tester i ett digene HC2 HPV DNA Test-kit (kat.nr 5196-1330). Antalet patientresultat varierar
beroende pa hur manga ganger satsen anvands:

1 anvandning = 40 patientresultat (lagrisk och hogrisk)
2 anvandningar = 32 patientresultat (lagrisk och hogrisk)

1x 0,35 ml Indikatorfarg

1 x50 ml

1x5ml

1 x 150 pl

1x100 pl

1x1ml

1x1ml

1x2,0ml

1x1,0ml

1x1,0ml

1x1

1x12 ml

1x12 ml

1x100 ml

Innehaller 0,05 % vikt/vol natriumazid.

Denatureringsreagens
Spadd natriumhydroxidlésning (NaOH).

Probspéadningsvitska
Buffertldsning med 0,05 % vikt/vol natriumazid.

Lagrisk-HPV-prob
HPV 6/11/42/43/44 RNA-prob i buffertldsning (gron kapsyl).

Hogrisk-HPV-prob
HPV 16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 RNA-prob i buffertidsning (rod kapsyl).

Lagrisk-HPV-kvalitetskontroll
5 pg/ml (500 000 kopior/ml) klonad HPV 6 DNA och barar-DNA i transportmedium fér prover
med 0,05 % vikt/vol natriumazid.

Hogrisk-HPV-kvalitetskontroll
5 pg/ml (500 000 kopior/ml) klonat HPV 16-DNA och barar-DNA i transportmedium med
0,05 % vikt/vol natriumazid.

Negativ kalibrator
Barar-DNA i transportmedium for prover med 0,05 % vikt/vol natriumazid.

Lagrisk-HPV-kalibrator
1 pg/ml klonad HPV 11 DNA och barar-DNA i transportmedium fér prover med 0,05 % vikt/vol
natriumazid.

Hogrisk-HPV-kalibrator
1 pg/ml klonad HPV 16 DNA och barar-DNA i transportmedium fér prover med 0,05 % vikt/vol
natriumazid.

Infangningsmikrotiterplatta
Belagd med anti-RNA:DNA-hybridantikroppar.

Detektionsreagens 1
Alkaliskt fosfataskonjugerade antikroppar for RNA:DNA-hybrider i buffertiésning med 0,05 %
vikt/vol natriumazid.

Detektionsreagens 2
CDP-Star® med Emerald Il (kemiluminiscenssubstrat)

Tvattbuffertkoncentrat
Innehaller 1,5 % vikt/vol natriumazid.



NODVANDIGA TILLBEHOR SOM EJ MEDFOLJER

Hybrid Capture System In vitro-diagnostisk utrustning och tillbehér®

digene Hybrid Capture 2 System ("digene HC2 System”),
bestadende av en QIAGEN-godkand luminometer ("DML-
instrument”), en QIAGEN-godkand persondator med
tillbehor (bildska&rm, tangentbord, mus, skrivare och
skrivarkabel), programvara till digene HC2 System (digene
analysprogramvara”), analysprotokoll for HPV till digene
HC2 System, LumiCheck Plate-programvara och digene
anvandarhandbok till HC2 System-programvaran (HC2
System Software User Manual)

Hybrid Capture System Rotary Shaker |

Hybrid Capture System Microplate Heater |

Hybrid Capture System Automated Plate Washer

Hybrid Capture System Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer
2 (tillval)®

Konversionsstall och stallock (tillval)

digene provstall och stallock (tillval)

EXPAND-4-pipett och stall (tillval)®

digene HC2 DNA Collection Device °

Rorférslutardispenser och skarinstrument (tillval, anvands med
MST Vortexer 2)

Utrustning och tillbehor for allmant laboratoriebruk

65 + 2 °C vattenbad som rymmer antingen 1 konversionsstall
(36 x 21 x 9 cm) eller provrorsstall

Mikrocentrifug (tillval fér centrifugering av probflaskor fér
maximal probvolym)

Vortexblandare med faste for bagare

Enkanalsmikropipett; variabel installning fér volymer om 20—
200 pl och 200-1 000 pl

Repeterande volymetriska pipetter, t.ex. Eppendorf®
Repeater®-pipett eller motsvarande

8-kanalspipett: variabla installningar for volymer om 25-200 pl

Timer

Natriumhypokloritldsning, 5 % vol/vol (eller hushallsblekmedel)

Parafilm® eller motsvarande

Pipettspetsar for engangsbruk med aerosolbarriar for
enkanalspipett (20—200 pl och 200—1 000 pl)

Engangsspetsar till Eppendorf Repeater-pipett (25 och 500 pl)

Engangsspetsar for 8-kanalspipett (25 till 200 pl)

Kimtowels®-torkar eller luddfria pappershanddukar

Béankskydd fér engangsbruk

Puderfria handskar

5 ml och/eller 15 ml rundbottnade polypropylenrér med
snapplock (fér spadning av prob)

2,0 ml polypropylenrér med lock for mikrocentrifug

Rapid Capture sttem (tillval for testning av stora
provvolymer)

Tvattanordning

Mikrotiterplattor for hybridisering

Lock fér mikrotiterplattor

Tomma mikrotiterplattor med remsor (tillgéngliga fran Costart,
modellnr 2581), tillval vid anvandning med Automated Plate
Washer

Extra langa pipettspetsar for uttagning av prover
Provtagningsror

Stall till provtagningsrér

Skruvlock for provtagningsror
Reagensbehallare fér engangsbruk

DuraSeal™ rorforseglingsfilm

Mikrorér for hybridisering

Mikrororsstall

Plattlock

Extra utrustning och tillbehor for behandling av prover i
PreservCyt-l6sning

"Swinging bucket’-centrifug som kan uppna 2 900 + 150 x g
och rymmer koniska centrifugrér pa 10 ml eller 15 ml av
polypropylen

5 ml serologiska pipetter eller dverforingspipetter

digene HC2 Sample Conversion-kit*

Engangsspetsar till Eppendorf Repeater-pipett (50 och 100 pl)

Fér manuellt blandningsférfarande:

digene HC2 Sample Conversion-rér (15 ml koniska ror) ©,
Sarstedt 10 ml koniska rér med lock eller VWR® eller
Corning® 15 ml koniska, polypropylencentrifugror med lock

Rorstall for koniska ror pa 10 eller 15 ml

For Multi-Specimen Tube Vortexer 2-férfarande

digene HC2 Sample Conversion-ror (15 ml koniska rt')r)F
Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2

Konversionsstall och lock (specifikt for 15 ml koniska ror)
Rorférslutardispenser och avskarningsanordning
DuraSeal rorforslutarfilm (anvands med MST Vortexer 2)

Ytterligare utrustning och tillbehér for provbehandling med Surepath-konserveringsvatska

"Swinging bucket’-centrifug som kan uppna 800 + 15 x g och rymmer koniska centrifugrér pa 15 ml av polypropylen

digene HC2 Sample Conversion-rér (15 ml koniska ror)

7 ml 6verféringspipetter med standardspetsar eller likvardigt
QIAGEN transportmedium for prover

Engangsspetsar till Eppendorf Repeater-pipett (100 pl)

A Endast utrustning och tillbehdr som &r validerade med digene HC2 HPV DNA-tester r tillgangliga fran QIAGEN.

B Kravs dven for anvandning nar det halvautomatiska RCS-programmet utfors.

c Specialartikel. Andra expanderbara multikanalspipetter kan anvéandas forutsatt att ett spetsavstand pa 3,2 cm kan uppnas i
expanderat lage. Alternativt kan en enkanalspipett med en pipetteringskapacitet pa 75 ul anvandas.

P Prestandaegenskaperna for detta digene HC2 HPV DNA-test har endast faststallts med de angivna provtagningssatserna.

E Se Rapid Capture System Anvéndarhandbok for ytterligare anvisningar som ar specifika fér anvandningen av det systemet for

testning av stora provvolymer med den har analysen.

-

digene HC2-provkonverteringsror (VWR eller Corning®) tillgangliga fran QIAGEN maste anvandas fér att garantera korrekt

analysprestanda vid anvandning av Multi-Specimen Tube Vortexer 2.



VARNINGAR OCH FORSIKTIGHET

LAS ALLA INSTRUKTIONER NOGGRANT INNAN TESTET ANVANDS.
SAKERHETSFORESKRIFTER

ALLA PROVER ska behandlas som potentiellt smittférande. Ingen kand testmetod kan erbjuda en
fullstandig férsédkran om att prover inte dverfor smitta. Det rekommenderas att humanprover handhas
enligt gallande nationella/lokala sakerhetsforeskrifter for biologiska &amnen. Anvand denna
biosakerhetspraxis i samband med material som innehaller eller missténks innehalla smittdmnen. | dessa
sakerhetsatgéarder ingar bland annat:

1. Pipettera inte med munnen.

2. Undvik att roka, ata och dricka i omraden dar reagenser eller prover hanteras.

Anvand puderfria engdngshandskar medan du hanterar reagenser eller prover. Tvatta handerna
noga nar testet har utforts.

4. Rengor och desinficera allt spill fran prover med ett desinfektionsmedel som har tubezl;%ocid
effekt sdsom 0,5 % vol/vol natriumhypoklorit, eller annat [ampligt desinfektionsmedel. ™

5. Dekontaminering och avfallshantering av prover, reagenser och annat potentiellt kontaminerat
material ska ske enligt gallande nationella och lokala féreskrifter.

Vissa reagenser innehdller natriumazid. Natriumazid har rapporterats bilda bly- eller kopparazid i
avloppsror i laboratorier. Dessa azider kan explodera vid stétar, t.ex. hamrande. For att forhindra att det
bildas bly- eller kopparazid ska avloppsroren spolas noga med vatten efter kassering av Iésningar som
innehaller natriumazid. FoOr att ta bort fororeningar fran aldre avloppssystem som misstanks ha
ackumulering av azider rekommenderar US Occupational Safety and Health Administration féljande: (1)
sug upp vatskan fran laset med en gummi- eller plastslang, (2) fyll pd& med 10 % vol/vol
natriumhydroxidlésning, (3) lat sta i 16 timmar och (4) spola rikligt med vatten.

RCS-automatiserad testning

Se Rapid Capture System Anvéndarhandbok for ytterligare varningar och forsiktighetsatgarder som ar
specifika fér anvandningen av det systemet for testning av stora provvolymer.

SKYDDS- OCH RISKFRASER FOR KOMPONENTER

Foljande risk- och skyddsfraser galler fér komponenter i digene HC2 HPV DNA Test-kit:

Tvéttbuffertkoncentrat
Innehaller: Natriumazid. Varning! Farligt vid fértaring. Skadligt for vattenlevande
organismer med langtidseffekter. Undvik utslapp i miljén. Kassera

innehallet/behallaren i en godkand avfallsanlaggning.

Denatureringsreagens
Innehall: natriumhydroxid. Fara! Kan orsaka allvarliga brannskador pa huden och

@ skada dégonen. Kan vara fratande p& metaller. Kassera innehéllet/behéllaren i en
godkand avfallsanlaggning. OM DU FAR DET | OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten
i flera minuter. Om du bar kontaktlinser ska du ta av dem om det ar latt att gora.
Fortsatt att skolja 6gonen. OM DU FAR DET PA HUDEN (eller i haret): Ta
omedelbart av och avlagsna alla kontaminerade klader. Skélj huden med
vatten/duscha. Ring omedelbart en GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller en



lakare. Forvaras inlast. Bar alltid skyddshandskar, skyddsklader, skyddsglasdgon
och ansiktsskydd.

Probspéadningsvitska

Innehaller: &ttiksyra, polyakrylsyra. Fara! Kan orsaka allvarliga brannskador pa
huden och skada o&gonen. Kassera innehallet/behéllaren i en godkand
avfallsanlaggning. OM DU FAR DET | OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten i flera
minuter. Om du bar kontaktlinser ska du ta av dem om det ar latt att géra. Fortsatt att
skélja égonen. OM DU FAR DET PA HUDEN (eller i haret): Ta omedelbart av och
avlagsna alla kontaminerade klader. Skolj huden med vatten/duscha. Ring
omedelbart en GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller en lakare. Férvaras inlast.
Bar alltid skyddshandskar, skyddsklader, skyddsglaségon och ansiktsskydd.

High-Risk HPV Calibrator (Hogrisk-HPV-kalibrator)
Varning! Orsakar latt hudirritation. Vid hudirritation: S6k lakarvard.

Low-Risk HPV Calibrator (Lagrisk-HPV-kalibrator)
Varning! Orsakar latt hudirritation. Vid hudirritation: S6k lakarvard.

High-Risk HPV Quality Control (Hogrisk-HPV-kvalitetskontroll)
Varning! Orsakar latt hudirritation. Vid hudirritation: S6k lakarvard.

Low-Risk HPV Quality Control (Lagrisk-HPV-kvalitetskontroll)
Varning! Orsakar latt hudirritation. Vid hudirritation: S6k lakarvard.

Negativ kalibrator
Varning! Orsakar latt hudirritation. Vid hudirritation: S6k lakarvard.

Ytterligare information

Sakerhetsdatablad: www.giagen.com/safety



ANVANDNINGSFORESKRIFTER

10.

11.

12.

13.

14.

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Cervixborste ska endast anvandas for kvinnor som inte ar gravida.

Anvand inte reagenserna efter utgangsdatumet som anges bredvid symbolen g pa etiketten
utanpé kartongen.

Om analysen gors utanfor de angivna tids- och temperaturintervallen kan resultaten bli ogiltiga.
Analyser som inte gjorts inom faststallda tids- och temperaturintervall maste géras om.

Proceduren, kriterierna for analyskalibreringsverifiering, kvalitetskontrollen och tolkningen av
resultaten for digene HC2 HPV DNA-testet maste foljas noga for att man ska fa fram palitliga
testresultat.

Det ar viktigt att pipettera den indikerade reagensvolymen exakt och att blanda val efter
tillsattning av varje reagens. Om detta inte foljs kan det leda till felaktiga testresultat. Nar du
kontrollerar att de angivna fargférandringarna har skett bekraftar du att dessa villkor har uppfylits.

Kitkomponenterna har testats som en enhet. Byt inte ut dem mot komponenter fran andra kallor
eller andra loter.

Nukleinsyror ar mycket kansliga fér miljdmassig nukleasnedbrytning. Nukleaser finns pa
manniskans hud och pa ytor eller material som hanteras av manniskor. Rengor och tack over
arbetsytor med ett bankskydd fér engangsbruk och anvand puderfria handskar medan
analysstegen utfors.

Kontrollera att kontaminering av infangningsmikrotiterplattan och detektionsreagens 2 med
exogent alkaliskt fosfatas forhindras under utférandet av analysen. Substanser som kan innehalla
alkaliskt fosfatas inkluderar detektionsreagens 1, bakterier, saliv, har och oljor fran huden. Att
infangningsmikrotiterplattan ticks efter tvattmomentet och under inkubationen med
detektionsreagens 2 ar speciellt viktigt eftersom exogent alkaliskt fosfatas kan reagera
med detektionsreagens 2 och ge falskt positiva resultat.

Skydda detektionsreagens 2 mot langvarig exponering for direkt ljus. Anvand
detektionsreagens 2 omedelbart efter alikvotering och undvik direkt solljus.

Den repeterande pipetten ska fyllas fore pipettering av reagens och regelbundet kontrolleras foér
stora luftbubblor. Alltfér stora luftbubblor i den repeterande pipettens spets kan medféra felaktig

dispensering, vilket kan undvikas genom att fylla pipetten, dispensera all vatska och aterfylla. Se
pipettillverkarens bruksanvisningar for utférliga instruktioner.

Pipettering med flera kanaler ska utféras med den omvanda pipetteringstekniken (se
Hybriddetektion) for dispensering av detektionsreagens 1 och 2. Kontrollera att varje pipettspets
pa multikanalspipetten &r riktigt fastsatt och pafylld.

Kontrollera att alla brunnar pa mikrotiterplattan ar noga rengjorda, enligt anvisningarna for
manuell rengdring. Otillracklig rengdring leder till 6kad bakgrund och kan ge falska positiva
resultat. Kvarvarande tvattbuffert i brunnarna kan ge en minskad signal eller dalig
reproducerbarhet.

Lat det ta minst 60 minuter for Hybrid Capture System Microplate Heater | att uppna 65 °C + 2 °C
fran en kallstart. Om du inte later denna uppvarmningsperiod ta den tid som behdvs kan
hybridiseringsmikrotiterplattan sméalta. Se Microplate Heater | Anvdndarhandbok for detaljer.



REAGENSPREPARATION OCH FORVARING

1. Efter mottagandet ska kitet forvaras vid 2—-8 °C. Tvattbuffertkoncentrat, denatureringsreagens och
indikatorfarg kan férvaras vid 2—30 °C, efter behov.

2. Anvand inte efter utgangsdatumet som anges vid symbolen 8 pa kartongens etikett eller
utgangsdatumet fér de beredda reagenserna (se nedan).

3. Alla reagenser ar fardiga for anvandning utom reagens for denaturering, lagrisk- och hoégrisk-HPV-
prober och tvattbuffertkoncentrat.

For att testa prover for narvaro av nagon av de 18 HPV-typerna, sa tillhandahalls en metod for en
kombinerad probblandning (CPC). Om du vill anvanda det har alternativet maste en kombinerad
probblandning beredas genom att blanda samman utspadd lagrisk-HPV-probblandning och utspadd
hogrisk-HPV-probblandning innan digene HC2 HPV DNA-testet utférs. Dubbelprobsmetoden anvander
separata lagrisk- och hogrisk-HPV-probblandningar. Se instruktioner nedan.

For testning av stora provvolymer, se Rapid Capture System Anvandarhandbok for beredning av
HPV-probblandning(ar), tvattbuffert, detektionsreagens 1 och detektionsreagens 2, da dessa
anvisningar ar specifika for anvandningen av det systemet for testning av stora provvolymer.

REAGENS

BEREDNINGSMETOD

Denatureringsreagens

Bered forst:

« Tillsatt 5 droppar indikatorfarg i flaskan med denatureringsreagens och blanda
ordentligt. Denatureringsreagenset ska ha en homogen, mérklila farg.

. Nar denatureringsreagenset val har beretts ar det stabilt i tre ménader om den
forvaras vid 2—8 °C. Mark det med det nya utgangsdatumet. Om fargen bleknar,
tillsatt 3 droppar indikatorfarg och blanda noggrant fére anvandning.

Varning! Denatureringsreagens ar fratande. Anvand lampliga skyddsklader,
skyddshandskar samt skyddsglasdgon eller ansiktsskydd. Hantera med forsiktighet.

Lagrisk-HPV-
probblandning
(beredd fran lagrisk-
HPV-prob och
reagenser for
probspadningsvatska)

Bered under provdenatureringsinkubationen:
Viktigt! Ibland fastnar proben i flaskans lock.

Obs! Forhindra RNase-kontaminering av prob och probblandning. Anvand en Aerosol-
Barrier-pipettspets for probpipettering. Spadningsvatska for prob ar viskos.

Se till att blanda ordentligt nar HPC-proberna bereds. En synlig virvel maste
bildas i vatskan under blandningssteget. Ofullstdndig blandning kan leda till
nedsatt signal.

» Centrifugera flaskan for lagrisk-HPV-prob en kort stund for att flytta vatskan till
botten av flaskan. Vand férsiktigt for att blanda.

* Bestam hur stor mangd av probblandning som behdvs (25 ul/test). Det
rekommenderas att lite extra probblandning gors for att kompensera fér den volym
som kan forloras i pipettspetsar eller till flaskans sida. Se féreslagna volymer i listan
nedan. Det minsta antalet rekommenderade brunnar for varje anvandningstillfalle ar
24. Om farre @n 24 brunnar per analys Onskas sa kan det totala antalet tester per kit
minska pga. begréansade volymer av prob och spadningsvatska fér prob.

+  Overfér den méngd probspadningsvatska som kréavs till en ny engangsbehallare.
Beroende pa antalet tester sa rekommenderas antingen ett 5 ml eller 15 ml
rundbottnat polypropylenrér med lock. Foér att bereda probblandningen gérs en
spadning 1:25 av lagrisk-HPV-prob i provspadningsvatskan.

Antal Volym av prob
tester/strips spadningsvitska* Probvolym*
48/6 2,0ml 80,0
2413 1,0 mi 40,0 pl
Per brunn 0,045 ml 1,8 yl

*Dessa varden inkluderar den rekommenderade extravolymen.
» Pipettera lagrisk-HPV-prob i probspadningsvatskan genom att placera pipettspetsen




mot rorets innervagg precis ovanfér menisken och témma innehallet. Doppa inte ned
spetsen i probspadningsviatskan.

» Vortexblanda i minst 5 sekunder vid maximal hastighet for att blanda noggrant. Det
ska bildas en synlig virvel. Mark som lagrisk-HPV-probblandning och férvara i en
ren sluten behallare tills du ar klar att anvanda den. Oanvéand probblandning ska
kasseras.

Hogrisk-HPV-
probblandning

Bered som for lagrisk-HPV-probblandning ovan. Mark som "Hogrisk-HPV-probblandning”.
Oanviénd probblandning ska kasseras.

Kombinerad
probblandning

Bered lagrisk-HPV-probblandning och hégrisk-HPV-probblandning enligt beskrivningen
ovan. Tillsatt hela innehallet av den spadda lagrisk-HPV-probblandningen till réret med
den spadda hdégrisk-HPV-probblandningen. Blanda ordentligt genom att blanda under
minst 5 sekunder med maximal hastighet. Det ska bildas en synlig virvel. Mark som
"Kombinerad probblandning”. Oanvénd probblandning ska kasseras.

Tvattbuffert

Bered under infangningssteget:

For Hybrid Capture System Automated Plate Washer ska tvattbufferten beredas enligt
anvisningen nedan och forvaras i en 6vertackt behallare, eller bered 1 liter at gdngen och
placera den i tvattbehallarna till Automated Plate Washer. Se tabellen nedan for
blandningsvolymer:

Se anvandarhandboken for Automated Plate Washer fér anvisningar om hantering och
underhall.

Varning! Tvattbuffertkoncentrat ar toxiskt vid fortaring. Anvand ldmpliga skyddsklader,
handskar och 6gon- och ansiktsskydd. Minimera exponering genom att tillsatta vatten till
tvattbuffertkoncentrat vid preparation.

Mangd tvattbuffert Mangd destillerat eller Slutlig vatska av
koncentrat avjoniserat vatten tvattbuffert
33,3 ml 966,7 ml 1 liter
66,6 ml 19334 ml 2 liter
100 ml 2900 ml 3 liter

Obs! Det ar mycket viktigt att alltid lata strommen till Automated Plate Washer vara
pa. Da kan underhallsskéljningen utforas om instrumentet inte har anvénts efter atta
timmar.

Kontrollera att avfallsbehallaren till Automated Plate Washer ar tom och att
skoljbehallaren ar fylld med destillerat eller avjoniserat vatten infor varje analys.

For den manuella plattviattmetoden:

. Blanda tvattbuffertkoncentratet noga.

. Spad 100 ml tvattbuffertkoncentrat med 2,9 liter destillerat eller avjoniserat vatten i
tvattanordningen och blanda noga (slutlig volym ska vara 3 liter).

. Forslut behallaren for att forhindra kontaminering eller avdunstning.

Beredd tvattbuffert ar stabil i tre manader vid 2-30 °C. Mark den med nytt utgadngsdatum.
Om tvéttbufferten har forvarats i kylskép, lat den komma i jamvikt vid 20-25 °C fére
anvandningen.

Det rekommenderas att tvattapparaten och slangarna goérs rena med 0,5 %
natriumhypokloritidsning och noga skéljs med destillerat eller avjoniserat vatten en gang
var tredje manad for att forhindra att de kontamineras med alkaliskt fosfatas som finns i
bakterier och mogel.
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VOLYMER FOR FARDIGA REAGENS

Detektionsreagens 1
och
detektionsreagens 2

Omedelbart fore anvédndning:

Blanda reagenset noggrant, och méatt darefter upp 1&mplig volym av
detektionsreagens 1 eller detektionsreagens 2 i en ren reagensbehallare enligt
anvisningarna som visas nedan. For att férhindra kontaminering far dessa
reagens INTE hallas tillbaka i originalflaskorna: Kassera oanvant material
efterat. Om en 8-kanalspipett inte anvands kan en lamplig repeterande pipett
anvandas i stéllet. Om sa ar fallet ska alikvoter av reagenset goras i
polypropylenrdr av tillracklig storlek for att halla den nédvandiga volymen sadsom
anges nedan.

Antal Volymdetektion
tester/strips reagens 1 eller 2
96/12 flaskinnehall
72/9 7,0 ml
48/6 5,0 ml
24/3 3,0 ml
1 test 0,125 ml
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PROVTAGNING OCH PROVHANTERING

Cervixprover som tagits och transporterats med digene HC2 DNA Collection Device (bestadende av en
cervixborste och digene Specimen Transport Medium [provtransportmedium]) eller prover som tagits med
en provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel och sedan placerats i PreservCyt-
I6sning eller cervikala prover som tagits i SurePath-konserveringsvatska ar de enda proverna som
rekommenderas for anvandning med digene HC2 HPV DNA-testet. Prover som tagits med andra
provtagningsanordningar eller transporterats i annat transportmedium har inte godkants fér anvandning
med denna analys. Prestandaegenskaperna for detta kit har endast faststallts med de angivna
provtagningskiten. Cervixprover maste samlas in innan attiksyra och jod tillsatts om en kolposkopisk
undersokning utférs. Se bruksanvisningarna till digene HC2 DNA Collection Device nar det galler
ytterligare procedurer for provtagning och hantering.

CERVIXPROVER | STM

STM-prover kan forvaras i rumstemperatur i upp till tva veckor och transporteras utan kylning till
testlaboratoriet. Prover ska skickas i en isolerad behallare med en transportér som skickar éver natten
eller pa 2 dagar. Pa testlaboratoriet ska proverna férvaras vid 2—8 °C om analysen ska utféras inom en
vecka. Om det dréjer mer an 1 vecka innan testet utfors, ska proverna férvaras vid -20 °C i hogst
3 manader (se Anmérkningar under Cervixbiopsier fore frysning). Ett konserveringsmedel har tillsatts till
STM for att hamma bakterietillvaxt och bevara integriteten hos DNA. Det ar inte avsett att bevara
livsdugligheten hos organismer eller celler. digene HC2 DNA Collection Device ska inte anvandas vid
provtagning pa gravida kvinnor.

CERVIXBIOPSIER

Nytagna cervixbiopsier med ett tvarsnitt pd 2-5 mm kan aven analyseras med digene HC2 HPV DNA-
testet. Biopsiprovet maste omedelbart placeras i 1,0 ml STM och férvaras djupfryst vid -20 °C.
Biopsiprover kan transporteras vid 2-30 °C for transport 6ver natten till testlaboratoriet och férvaras
vid -20 °C tills det ska bearbetas. Biopsier som ar mindre 2 mm i diameter ska inte anvandas.

Obs! For att forhindra att locket lossnar pa provrér som transporteras eller férvaras frysta:
» Tack locken med Parafilm innan du transporterar provréren som tidigare har varit frysta. Prover
kan transporteras frysta eller vid 20-25 °C.
* Nar du tar ut prover fran frysen for test, ska locken omedelbart ersattas med skruvlock for
provtagningsror.

CERVIXPROVER | PRESERVCYT-LOSNING

Prover som tagits med en provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel och som
sedan placerats i PreservCyt-ldsning som ska anvandas for att géra objektglasen for ThinPrep®-paptest
kan anvandas for digene HC2 HPV DNA-testet.Prover ska tas pa vanligt satt och ThinPrep Pap Test-
objektglas ska beredas i enlighet med anvisningarna fér Hologic.

Obs! Det maste finnas minst 4 ml PreservCyt-I6sning kvar for digene HC2 HPV DNA-testet. Prover med
mindre an 4 ml efter beredningen av paptestet kan innehalla for litet material och kan ge ett falskt
negativt resultat i digene HC2 HPV DNA-testet.

Prover i PreservCyt-lésning kan sparas i upp till tre manader vid temperaturer mellan 2 °C och 30 °C,

efter provtagning och fore bearbetning av digene HC2 HPV DNA-testerna. Prover i PreservCyt-l6sning
kan inte frysas. Se PreservCyt provberedningsprocedur for att bearbeta dessa prover.
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CERVIXPROVER | SUREPATH-KONSERVERINGSVATSKA
(ENDAST for High-Risk HPV-DNA-test)

Manuell provberedning av SurePath-prover utférs med anvandning av den postgradienta cellpelleten som
ar resultatet av beredningen av objektglasen for SurePath-paptest. Bered objektglasen fér SurePath-
paptest i enlighet med de relevanta anvisningarna fér BD PrepStain® Slide Processor.

Viktigt! Omedelbart efter beredning av SurePath-papobjektglas, maste 2,0 ml SurePath-
konserveringsvatska pipetteras i centrifugprovréret med den resterande cellpelleten. Detta bevarar den
postgradienta cellpelleten hel sa att digene HC2 HPV DNA-testet ska fungera.

Den postgradienta cellpelleten tillsammans med SurePath-konserveringsvatska kan forvaras i hogst
4 veckor vid 2-30 °C, fore provberedning for digene HC2 HPV DNA-testet.

SurePath-prover fran den postgradienta cellpelleten bereds sa som anges i denna bruksanvisning.
Resultatet av manuell provberedning ar ett denaturerat prov som ar klart att ga vidare till
hybridiseringssteget i testet.
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TESTFORFARANDE

Prover kan innehalla smittbarande d&mnen och ska hanteras i enlighet harmed. digene HC2 HPV
DNA-testet kan utféras manuellt enligt anvisningar i denna bruksanvisning eller med instrumentet Rapid
Capture System for testning av stora provvolymer.

TESTNING AV STORA PROVVOLYMER MED RAPID CAPTURE SYSTEM

Rapid Capture System ar ett automatiserat pipetterings- och spadningssystem for allmant bruk som kan
anvandas med digene HC2 HPV DNA-testet for testning av stora provvolymer. Systemet kan hantera upp
till 352 prover pa atta timmar, vari ingar en 3,5-timmarsperiod da inget ingripande kravs. Upp till

704 provresultat kan genereras pa 13 timmar. Denaturering av proverna som forberedelse for testningen
utférs oberoende av RCS, innan proverna stalls pa RCS-plattformen. Dessutom utférs kemiluminiscent
signaldetektion och resultatrapportering med offline-DML-instrumentet som ar gemensamt fér bade
manuella metoder och RCS-metoder. Stegen i digene HC2 HPV DNA-testet utfors i exakt samma foéljd
som vid manuell testning. Med RCS-metoden kan upp till fyra mikrotiterplattor behandlas i dverlappande
sekvens. Varje platta innehaller prover och nédvandiga analyskalibratorer och -kvalitetskontroller.

Vid anvédndning av Rapid Capture System, se anvdndarhandboken fér Rapid Capture System som
medfdljer instrumentet, utéver denna bruksanvisning, for nédvéandig information om férfarandet
och beskrivande information.

MANUELL METOD

Installning

1.  Om Microplate Heater | anvands ska du lata det ta minst 60 minuter att uppna 65 * 2 °C fran
en kallstart. Se anvédndarhandboken for Microplate Heater | for detaljer.

2. Bekréfta att temperaturen i vattenbadet &r vid 65 °C och att det finns tillrackligt mycket vatten sa
att hela volymen i provréren tacks.

3. Ta ut proverna och alla behévliga reagenser ur kylskapet innan analysen paborjas. Lat dessa
uppna 20-25 °C under 15 till 30 minuter.

Obs! Bered proverna i PreservCyt-losning och SurePath innan du later redan denaturerade
prover och kitreagenser utjdmnas till jdmvikt vid rumstemperatur.

4. Anvand analysprogramvaran for digene-analysen for att skapa plattlayouten for analysen. Se
respektive anvandarhandbok fér anvisningar om hur man skapar en plattlayout.

5. Placera kalibratorer, kvalitetskontroller och prover som ska testas i ett provrorsstall, i samma
ordning som de ska testas. Den negativa kalibratorn, lagrisk HPV-kalibratorn och hégrisk
HPV-kalibratorn maste testas FORST. Negativ kalibrator (NC), lagrisk HPV-kalibrator (LRC)
eller hogrisk HPV-kalibrator (HRC), lagriskkvalitetskontroll (QC1-LR), hégriskkvalitetskontroll
(QC2-HR) och prover ska koras i en mikrotiterplatta med 8-brunnars kolonnkonfiguration. Se
Exempel pé layout nedan.

Exempel pa layout for en analys av en mikrotiterplatta med
24 brunnar:
Kolonn
Rad 7 5 3

A NK Prov 1 Prov 9

B NK Prov 2 Prov 10

C NK Prov 3 Prov 11

D LRC eller Prov 4 Prov 12
HRC

E LRC eller Prov 5 Prov 13
HRC

F LRC eller Prov 6 Prov 14
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6.

8.

HRC
G QC1-LR Prov 7 Prov 15
H QC2-HR Prov 8 Prov 16

Om CPC-metoden (kombinerad probblandning) anvands testas NC, LRC och HRC i triplikat med
den kombinerade probblandningen pa samma mikrotiterplatta. Anvand brunnarna A1, B1 och C1
for NC respektive brunnarna D1, E1, F1, G1, H1 och A2 fér LRC respektive HRC. Anvand
brunnarna B2 och C2 for kvalitetskontrollerna QC1-LR respektive QC2-HR och proverna som
bdrjar med D2. CPC-proceduren har inte godkénts for anvandning med Rapid Capture
System.

For dubbelprobsmetoden ska testerna med lagrisk-HPV-probblandning utféras pa
mikrotiterplattans vanstra sida och testerna med hogrisk-HPV-probblandning pa mikrotiterplattans
hogra sida.

FORST, testa den negativa kalibratorn (NC) och lagriskkalibratorn (LRC) i triplikat med lagrisk-
HPV-probblandning. Darefter testas kvalitetskontrollerna (QC1-LR och QC2-HR) och proverna
en gang, ocksa med lagrisk-HPV-probblandning. Placera NC-replikaten i A1, B1, C1 och LRC-
replikaten i D1, E1, F1 och QC1-LR i G1 och QC2-HR i H1 och proverna med bérjan i A2.

DAREFTER, testa NC och hégriskkalibratorn (HRC) i triplikat med hdgrisk-HPV-probblandning.
Darefter testas QC1-LR- och QC2-HR-proverna en gang, ocksa med hogrisk-HPV-
probblandningen. Placera NC-replikaten i A7, B7, C7 och HRC-replikaten i D7, E7, F7 och QC1-
LR i G7 och QC2-HR i H7 och proverna med bérjan i A8. Se exemplet pa layout ovan.

Se tillamplig anvandarhandbok foér korrekt installation av kalibratorn, kvalitetskontrollen och provet
i programvaran.

Alternativt kan tva separata mikrotiterplattor anvéndas for kalibratorer, kvalitetskontroller och
prover som testas med lagrisk- och hoégrisk-HPV-proben. NK och LRC testas i triplikat, QC1-LR
och QC2-HR testas en gang med lagrisk-HPV-probblandning pa en mikrotiterplatta, NC och HRC
testas i triplikat och QC1-LR och QC2-HR testas en gang med hdgrisk-HPV-probblandning pa en
andra mikrotiterplatta. Anvand brunnarna A1, B1 och C1 for NC och brunnarna D1, E1 och F1 for
LRC respektive HRC. Anvand brunnarna G1 och H1 for kvalitetskontrollerna QC1-LR respektive
QC2-HR.

Prover kan testas en gang med kombinerad prob om CPC-metoden anvéands eller en gang med
lagrisk-HPV-probblandning och en gadng med hogrisk-HPV-probblandning om
dubbelprobsmetoden anvands.

DENATURERING:

Obs!

Varning! Denatureringsreagens ar fratande. Var forsiktig och anvand puderfria handskar vid
hantering.

Viktigt! Vissa cervixprover kan innehalla blod eller andra biologiska material, vilket kan maskera
fargférandringarna nar denatureringsreagens tillsatts. Prover som uppvisar en mork farg fére
tillsattningen av denatureringsreagens kanske inte visar den korrekta fargférandringen i detta
steg. | dessa fall paverkar avsaknad av réatt fargférandring inte analysresultaten. Att blandning
utférts korrekt kan verifieras genom att observera fargférandring pa kalibratorerna och
kvalitetskontrollerna.

Se till att vattennivan i vattenbadet, under denaturerings- och hybridiseringsmomenten, ar
tillracklig for att sdnka ned rérets hela provvolym.

Kalibratorer, kvalitetskontroller och prover kan beredas fram till denatureringsmomentet och
forvaras vid 2.8 °C over natten eller vid -20 °C i upp till 3 manader. Prover far frysas och tinas
maximalt 3 ganger och foérvaras maximalt 2 timmar i rumstemperatur under varje tiningscykel.
Blanda noggrant fére anvandning.

Efter denaturering och inkubation betraktas proverna inte langre som smittsamma.”®
Laboratoriepersonal ska dock fortfarande félja nationella och lokala sakerhetsféreskrifter.
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Ta inte bort provtagningsanordningen fére denaturering.

For att undvika falskt positiva resultat &r det mycket viktigt att allt kalibrator-, kvalitetskontroll- och
STM-provmaterial kommer i kontakt med denatureringsreagenset. Blandning efter tillsats av
denatureringsreagenset ar ett kritiskt moment: Se till att Multi-Specimen Tube Vortexer 2 ar
instilld pa 100 (maxhastighet) och att en synlig vatskevirvel som skoéljer 6ver hela rérets
insida observeras under blandningen. Vid manuell blandning ar det viktigt att se till att
varje kalibrator, kvalitetskontroll och prov blandas individuellt i minst 5 sekunder vid full
hastighet sa att vatskevirveln skoljer 6ver hela den inre ytan av roret.

Prepareringsforfarande for kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-prover

1.

Ta av och kassera locken fran kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-provror.

Obs! Lock som tas av provroren ska betraktas som potentiellt smittsamma. Kassera dem i
enlighet med nationella och lokala féreskrifter.

Pipettera denatureringsreagens med indikatorfarg i varje kalibrator, kvalitetskontroll eller STM-
prov med en repeterande eller justerbar pipett. Dor att foérhindra korskontaminering av proverna
ska inte sidorna i roret vidroras. Den denatureringsreagensvolym som behdvs ar lika med halva
provvolymen. Exakt volym for varje typ av kalibrator, kvalitetskontroll och prov anges i tabellen
nedan.

Spéd kvarvarande denatureringsreagens i flaskan fére kassering i enlighet med nationella
och lokala laboratorieprocedurer.

Kalibrator, kvalitetskontroll eller prov Denaturermgsreaﬂgensvolymer
som kravs

Negativ kalibrator 1 000 pl

Lagrisk eller hogrisk HPV-kalibrator 500 pl

Lagrisk eller hogrisk kvalitetskontroller 500 pl

Cervixprov 500 pl

Blanda proverna med en av de tva metoderna nedan.
Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2-metod

Obs! digene HC2 DNA Collection Device-prover som blandas med MST Vortexer 2 maste
hybridiseras med hybridiseringsmikrotiterplattan och Microplate Heater I-metoden.

a) Tack kalibratorn, kvalitetskontrollerna och STM-provréren med DuraSeal rérforseglingsfilm
genom att dra filmen Over réren i stallet.

b) Placera stallets lock dver de filmtackta réren och las det pa plats med de tva sidoklammorna.
Skar filmen med skéarinstrumentet.

c) Placera stéllet pa Multi-Specimen Tube Vortexer 2 och fast stallen med klamman. Se till att
hastigheten &r installd pa 100 (maximal hastighet) och sla PA vortexblandaren. Vortexblanda
réren i 10 sekunder.

Manuell metod for individuell blandning

a) Forslut kalibratorn, kvalitetskontrollerna och STM-provréren igen med rena skruvlock fér
provtagningsror.

b) Blanda varje ror noga genom att vortexblanda dem individuellt, vid hég hastighet, i minst
5 sekunder.

c) Vand varje provror en gang for att skolja rorets insida, locket och kanten.

d) Satt roret i stéllet igen.

Oavsett vilken blandningsmetod som anvands maste en vatskevirvel ses inne i varje ror under
blandningen sa att vatskan skoéljer rorets hela inneryta. Kalibratorerna, kvalitetskontrollerna
och proverna ska bli lila.
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4. Inkubera roren i provrorsstallet i ett vattenbad med 65 + 2 °C under 45 + 5 minuter (denaturerade
kalibratorer, kvalitetskontroller och prover kan testas omedelbart eller férvaras sasom beskrivs
under Anmarkningar ovan). Bered HPV-probblandning(ar) under denna inkubation. Se avsnittet
Reagenspreparation och férvaring.

Prepareringsférfarande for prover i PreservCyt-I6sning

Obs!
e Se bruksanvisningen till digene HC2 Sample Conversion-kit for fullstdndig information.

e Beredning av en alikvot pa 4 ml PreservCyt-16sning ger tillracklig volym for tva tester vid manuell
testning. Minsta volym som kan beredas ar 4 ml.

o Bered i satser om hogst 36 prover i PreservCyt-ldsning, annars kan cellpelleten fastna nar
supernatanten dekanteras. Detta ar viktigt for att bibehalla integriteten hos cellpelleten under
dekanteringsmomentet. Om du ska preparera ytterligare flaskor med PreservCyt-l6sning, bdrja inte
preparera dem forran du har avslutat preparationen av den forsta satsen.

Reagensberedning

Anvand antingen det denatureringsreagens (DNR) som medféljer digene HC2 HPV DNA-testet (se
Reagenspreparation och férvaring) eller det DNR som medfdljer digene HC2 Sample Conversion-kit.
Bered det DNR som medféljer digene HC2 Sample Conversion-kitet, tillsatt 3 droppar indikatorfarg i
flaskan med DNR och blanda noggrant. Lésningen ska ha en homogen, morklila farg. For att avgéra hur
stor volym som behdvs, anvand tabell 1.

Tabell 1

Volymbehov: Reagensberedning

Volym av
Antal PreservCyt- Volym av
tester 16sning konverteringsbuffert
1-2 4 ml 0,4 ml
3 6 ml 0,6 ml
4 8 ml 0,8 ml
5 10 ml 1,0 mi
6 12 ml 1,2 ml

1. Mark ett digene HC2 Sample Conversion-ror, ett koniskt Sarstedt-ror pa 10 ml eller ett koniskt rér pa
15 ml fran VWR eller Corning med réatt providentifieringsnummer.

2. Hantera ett prov i taget:
a. Skaka flaskan med PreservCyt kraftigt for hand tills alla celler ar homogent upplésta.

b. Pipettera omedelbart darefter, eftersom cellerna lagger sig snabbt, ratt volym av PreservCyt-
provet i det markta roret. Pipettera in PreservCyt-l6sningen langst ned i det koniska roret s att sa
litet cellmaterial som magjligt fastnar pa insidan av roret.

3. Tillsatt ratt volym av Sample Conversion-buffert i varje ror (se tabell 1).
4. Satt pa locket igen och blanda innehallet i varje rér noga med en vortexblandare med koppfaste.

Obs! MST Vortexer 2-férfarandet har inte validerats for vortex av prover i PreservCyt-l6sning med
Sample Conversion-buffert fore centrifugering och far saledes inte anvandas i detta steg.

5. Centrifugera rdren i en rotor med en svédngande bagare vid 2 900 £ 150 x g i 15 + 2 minuter.
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6. Under centrifugeringen ska Specimen Transport Medium/denatureringsreagensblandningen
(STM/DNR) beredas i forhallandet 2:1, enligt tabell 2.

Obs! STM/DNR-blandningen maste beredas pa nytt varje dag som testerna utfors.
a. For att faststalla den totala volymen STM/DNR-blandning som kravs ska du anvanda

startvolymen for prov i PreservCyt-I6sning som en guide och multiplicera STM och DNR "per
rorvolym" med det antal prov som ska bearbetas (se tabell 2).

Tabell 2
Volymbehov: STM/DNR
STM-volym
per ror for DNR-volym per STM/DNR-
Volym av slutlig ror for slutlig blandning
Antal PreservCyt- STM/DNR- STM/DNR- som tillsatts
tester 16sning blandning* blandning* till roret
1-2 4 mil 120 pl 60 pl 150 pl
3 6 ml 170 pl 85 pl 225 yl
4 8 ml 220 pl 110 pl 300 pl
5 10 ml 270 pl 135 pl 375 yl
6 12 ml 320 pl 160 pl 450 pl

* Volymerna som anges i tabellen ska inte tillsattas direkt till provroret.
b. Blanda Iésningen val med vortexblandning.

7. Tautrdren ur centrifugen ett i taget och placera dem i ett provrorsstall eller konversionsstall. En
rosa/orange pellet ska finnas i botten pa varje ror.

Obs! Prover som inte har en synlig cellpellet efter centrifugering kan inte anvandas for testning och
ska kasseras.

8. Hantera varje ror individuellt:
a. Ta bort locket och lagg det at sidan pa en ren, luddfri pappershandduk.
b. Dekantera supernatanten forsiktigt.

c. Behall den inverterade rérpositionen och torka forsiktigt (cirka sex ganger) pa absorberande
luddfria pappershanddukar tills ingen vatska langre droppar fran réret. Anvand ett rent omrade pa
pappershandduken varje gang. Lat inte cellpelleten glida ned i roret under torkning.

Obs!
e Torka inte pa samma omrade pa den absorberande luddfria pappershandduken mer an en
gang.

o Det ar viktigt att ta bort sa mycket PreservCyt-Idsning som mgjligt genom torkning. Det &r
dock normalt med rester av PreservCyt efter torkning.
d. Placeraroret i ett provrorsstall eller i konversionsstallet.

VORTEXBLANDNING OCH DENATURERING

Manuellt blandningsforfarande

1. Tillsatt ratt volym av STM/DNR i varje pellet (se tabell 2). Satt tillbaka locket pa varje roér och
suspendera pelleten pa nytt genom att vortexblanda varje rér individuellt i minst 30 sekunder pa
hdgsta hastighet. Om det ar svart att fa en pellet att suspenderas igen kan roret blandas i ytterligare
10-30 sekunder eller tills pelleten flyter loss fran botten av roret. Om pelleten &nnu inte ar upplost
efter ytterligare blandning (hdgst tva minuter sammanlagt) ska du anteckna provets identifikation och
ga till nasta steg.

2. Placeraroren i ett stall.
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Placera stallet i ett vattenbad med 65 + 2 °C i 15 + 2 minuter. Kontrollera att vattnet tacker all vatska i
alla ror.

Ta ut stallet med prover ur vattenbadet och blanda proven individuellt i 15-30 sekunder.

Obs! Se till att alla cellpelletar ar helt suspenderade igen. Prover som fortfarande har en synlig
cellpellet kan inte anvandas for testning och ska kasseras.

Satt tillbaka stallet i vattenbadet pa 65 + 2 °C och fortsatt denatureringen i ytterligare 30 + 3 minuter.

Ga vidare till hybridiseringsmomentet eller se Valfri stoppunkt for férvaring och hantering av
denaturerade prover.

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2-férfarande

Obs!

10.
11.

12.
13.

14.
15.

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2-férfarandet har validerats for beredning av prover i
PreservCyt-l6sning efter centrifugering och dekantering av supernatanten.

Det ar bara MST Vortexer 2 som ar avsedd for beredning av prover i PreservCyt-losning.

Konverteringsstallet och locket ar sarskilt utformade fér digene HC2 Sample Conversion-ror (VWR
eller Corning 15 ml koniska ror). Endast en rortyp at gangen ska anvandas pa konversionsstallet.
Andra varumarken har inte validerats for anvandning.

Det ar viktigt att man foljer de angivna blandningstiderna for konversionsstallet med lock.

Konverteringsstallet och locket kan inte anvandas for att vortexblanda digene HC2 DNA Test-kitets
kalibratorer eller kvalitetskontroller. Hojden pa STM-réren gor att de inte kan blandas ordentligt i
konversionsstallet med lock.

Efter att ha torkat av alla de markta koniska 15 ml réren ska du stalla dem var och en pa sin plats i
konversionsstallet.

Tillsatt ratt volym av STM/DNR-blandning i varje pellet (tabell 2).

Tack de koniska 15 ml réren med DuraSeal férseglingsfilm genom att dra filmen éver réren, dar de
star i stallet.

Placera stallets lock 6ver de filmtackta réren och Ias det pa plats med de tva sidoklammorna. Klipp till
filmen med skarinstrumentet nar locket sitter fast ordentligt.

For upp spaken med rétt handtag till horisontellt 1age.

Placera konversionsstéllet med locket pa MST Vortexer 2 sa att det storsta naggade hornet pa
konversionsstallet kommer i det hogra framre hérnet. Placera stallet med lock pa MST Vortexer 2-
plattformen sa att det sitter ordentligt mellan stoden. Fast stallet genom att flytta den réda spaken
nedat, till det vertikala laget. Detta laser fast stallet pa plats.

Kontrollera att hastigheten ar instélld pa 100 (maximal hastighet) och att strombrytarens
pulsgenerator ar AV.

Sl& PA vortexblandaren. Vortexblanda réren i 30 sekunder.
Stang AV vortexblandaren.
Ta bort konverteringsstallet och locket fran MST Vortexer 2 genom att lyfta upp den réda spaken.

Placera stallet i ett vattenbad om 65 + 2 °C i 15 + 2 minuter. Kontrollera att vattnet helt tacker all
vatska i alla ror.

Efter 15 minuters inkubation ska du ta upp stallet med proverna ur vattenbadet.

For att undvika stank ska du torka av det mesta av vattnet pa stallet innan det placeras pa MST
Vortexer 2.

Satt fast konverteringsstéllet och locket i MST Vortexer 2 enligt beskrivningen i steg 6.
Kontrollera att hastigheten ar instélld pa 100 och sla PA vortexblandaren. Blanda réren i en minut.
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16. Stang AV vortexblandaren.

Obs! | MST Vortexer 2-férfarandet standardiserar blandningshastigheten, tiderna och beredningen.
Det betyder att cellpelleten inte behdver kontrolleras visuellt, vilket maste géras om man anvander sig
av manuell blandning.

17. Stall tillbaka stallet i vattenbadet pa 65 + 2 °C och fortsatt denatureringen i 30 £ 3 minuter.
18. Ta upp stallet ur vattenbadet, torka det och satt fast det i vortexblandaren.

19. Sla PA vortexblandaren. Blanda i 10 sekunder pa hégsta instillning.

20. Stang AV vortexblandaren. Ta bort stallet.

21. Ta omedelbart bort stéllets lock och DuraSeal-rorforseglingsfilmen fran proven.

22. Ga vidare till hybridiseringsmomentet eller se Valfri stoppunkt for forvaring och hantering av
denaturerade prover.

Prepareringsférfarande for SurePath-prover (ENDAST foér High-Risk HPV DNA-testning)

Efter cytologisk behandling fortsatter du pa féljande satt:
1. Kontrollera att den observerade vatskevolymen motsvarar 2,8 ml.
VARNING! Om den resterande cellpelleten verkar innehalla mindre an 1 ml vatska ar det

mojligt att SurePath-konserveringsvatska inte tillsattes efter cytologi och att provet
INTE &r lampligt for hégrisk-HPV-DNA-testning.

Kontrollera att proverna ar rumstempererade.
Centrifugera proverna i en rotor med en svangande bagare vid 800 + 15 x g i 10 £ 1 minuter.

Avlagsna réren fran centrifugen.

o & 0N

Dekantera supernatanten forsiktigt omedelbart efter centrifugering och torka av varje ror forsiktigt
(cirka tre ganger) pa absorberande pappershanddukar for att fa bort vatska. Undersok pelleten i
varje ror. Lat inte cellpelletarna glida ned i réret under torkning.

6. Placera roren i stallet.
Tillsatt 200 pl STM till varje pellet med en repeterande eller justerbar pipett.
Obs! Ror kan blandas utan lock.

8. L&s upp varje pellet genom att blanda varje rér individuellt i 15 sekunder vid hdg hastighet. Om pelleten
ar svar att I6sa upp ska man blanda i ytterligare 5 till 30 sekunder eller tills pelleten flyter 16s fran botten
av roret och ser ut att I6sas upp.

9. Pipettera 100 pul berett denatureringsreagens (med indikatorfarg) i varje prov med en repeterande
eller justerbar pipett.

VARNING! Doér att forhindra korskontaminering av proverna ska inte sidorna i roret vidréras.

Folj tillampliga lokala och nationella bestammelser for kassering av fratande amnen vid kassering av
aterstaende denatureringsreagens.

10. Blanda varje rér noggrant och individuellt vid hog hastighet i 5 sekunder.
Obs! R&r kan blandas utan lock.

Mark 15 ml koniskt rér med lamplig providentifikation och typ (exempel "SP” fér SurePath-provtyp) och
placera det i ett stall.

Obs! Om du anvander Rapid Capture System for halvautomatiska analysbearbetning maste VWR
eller Corning koniska ror pa 15 ml anvandas for korrekt placering i digene konverteringsstall
(silverstall).
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11. Overfér hela rérvolymen till ett 15 ml koniskt rér med skruviock genom att anvanda en 7-ml
overforingspipett for engangsbruk med standardspets eller motsvarande’.

12. Satt pa locken pa 15 ml koniska ror.
13. Inkubera i ett vattenbad pa 65 + 2 °C i 90 = 5 minuter.

VARNING! Denna inkubationstid ar langre dn vad som behovs for andra godkanda
provtyper.

14. Om HPV-testning ska slutféras samma dag ska du denaturera digene HC2 DNA-testets kalibratorer
enligt bruksanvisningen.

15. Ta ut provstallet ur vattenbadet.

Valfri stoppunkt

Efter denaturering kan STM-prov och konverterade PreservCyt- och SurePath-prov férvaras vid 2—8 °C
over natten eller vid -20 °C i upp till 3 manader. Vid férvaring i kylskap 6ver natt kan proverna lamnas
kvar i konversionsstallet med DuraSeal-filmen och stallocket pa. Fore forvaring vid -20 °C ska stéllets
lock och DuraSeal-filmen tas bort och locken sattas tillbaka pa réren. | vilket fall maste proverna anta
rumstemperatur (20—25 °C) och noga vortexblandas innan hybridiseringsmomentet kan pabdrjas.

Obs! Denaturerade prover far inte forvaras eller transporteras pa kolsyreis.

Prover far frysas och tinas maximalt 3 ganger och férvaras maximalt 2 timmar i rumstemperatur under
varje tiningscykel.

HYBRIDISERING: KOMBINERAD PROBBLANDNING (CPC) OCH DUBBELPROBSMETODEN

Obs!

e HPV-probblandningar ar viskdsa. Kontrollera att probblandningen ar val blandad och att den volym
som behovs dispenseras fullstandigt i varje brunn pa mikrotiterplattan. Se avsnittet
Reagenspreparation och férvaring.

e Om det denaturerade provet har forvarats vid -20 °C, lat det tina till 20-25 °C och vortexblanda provet
ordentligt innan hybridisering pabdrjas.

e Forvarm Microplate Heater I till 65 + 2 °C i minst 60 minuter fére anvandning. Se anvédndarhandboken
till Microplate Heater | for ytterligare anvisningar vid behov.

Hybridiseringsmetod som anvéander hybridiseringsmikrotiterplatta och Microplate Heater |

Obs! Prover som tagits med digene HC2 DNA Collection Device i STM och bearbetats med MST
Vortexer 2-metoden kan endast hybridiseras med Microplate Heater I-metoden.

1. Tafram och mark en hybridiseringsmikrotiterplatta.

2. Ta ut kalibratorer, kvalitetskontroller och prover ur vattenbadet efter inkubationen. Om Multi-
Specimen Tube Vortexer 2 anvands ska du vortexblanda hela provstallet med STM-prov i minst
5 sekunder pa hogsta hastighet. For prover i PreservCyt- eller SurePath-l6sning ska du blanda
hela konversionsstallet i minst 10 sekunder pa hdgsta hastighet. Alternativt kan varje ror blandas
individuellt under minst 5 sekunder.

3. Pipettera 75 pl av varje kalibrator, kvalitetskontroll eller prov i botten av en tom brunn pa en
hybridiseringsmikroplatta efter plattlayouten som skapats under installationen. Undvik att vidrora
brunnarnas sidor och begransa bildningen av luftbubblor. Anvand en ren, extra lang pipettspets

! QIAGEN-verifikationstester anvander 15 ml koniska ror av market VWR

21



for varje overforing for att undvika korskontamination av kalibratorer, kvalitetskontroller eller
prover. Ta inte bort provtagningsanordningen fran provets transportrér. Denaturerade prover kan
tillslutas med skruvlock for provtagningsror och kan férvaras med provtagningsanordningen kvar i
roren. FOr denaturerade PreservCyt-prover kan de ursprungliga locken anvandas.

Obs! Falskt positiva resultat kan intraffa om alikvoter av prover inte dverfors noggrant. Vid
overforingen av prov far inte pipettspetsen vidrora rorets insida nar alikvoten pa 75 pl tas
bort.

4. Nar det sista provet har 6verforts lagger du ett lock pa hybridiseringsmikrotiterplattan och
later den inkuberas i 10 minuter vid 20-25 °C.

5. Fordela den beredda och ordentligt vortexblandade probblandningen i alikvoter i en
reagensbehallare for engangsbruk. Pipettera forsiktigt 25 pl av probblandningen i varje brunn som
innehaller kalibratorer, kvalitetskontroller och prover med hjalp av en 8-kanalspipett och med nya
spetsar for varje rad. Dispensera probvolymen till varje hybridiseringsbrunn och undvik returstank.
Undvik att vidrora brunnarnas sidor. Placera plattlocket pa mikrotiterplattan som ska vara palagt
under hela denatureringsinkubationen.

6. Tack hybridiseringsmikrotiterplattan med plattlocket och skaka med Hybrid Capture-systemets
Rotary Shaker | som stéllts in pa 1 100 £100 varv/min i 3 = 2 minuter. Kalibratorer,
kvalitetskontroller och prover ska bli gula efter skakning. Brunnar som fortfarande ar lila har
eventuellt inte fatt ratt mangd probblandning. Tillsatt ytterligare 25 pl probblandning till de prover
som fortfarande ar lila och skaka igen. Om brunnarna forblir lila efter denna procedur ska
proverna testas pa nytt.

Obs!
»  Efter skakningen ska prover i PreservCyt-ldsning bli rosa istallet for gula.

* Var noga med att inte stdnka nar du placerar hybridiseringsmikrotiterplattan i Microplate
Heater I.

7. Inkubera i Microplate Heater | som ar forvarmd och utjamnad till 65 + 2 °C i 60 £ 5 minuter.
Hybridiseringsmetod med mikrordr och vattenbad

Obs!

» Att bearbeta prover som tagits med digene HC2 DNA Collection Device i STM genom att
anvanda MST Vortexer 2-metoden for blandning och vattenbadsmetoden for hybridisering
har inte validerats. Prover som tagits med digene HC2 DNA Collection Device i STM och
bearbetats med MST Vortexer 2-metoden kan endast hybridiseras med Microplate Heater |-
metoden.

*  Om det denaturerade provet har forvarats vid -20 °C, Iat det tina till 20-25 °C och
vortexblanda provet ordentligt innan hybridisering pabdrjas.

1. Mark och placera erforderligt antal rena hybridiseringsmikrorér i mikrororsstallet.

2. Ta ut kalibratorer, kvalitetskontroller och prover ur vattenbadet efter inkubationen. Vortexblanda
varje ror individuellt under minst 5 sekunder precis innan alikvoter tas bort.

3. Pipettera 75 pul av varje kalibrator, kvalitetskontroll eller prov i botten av det tomma
hybridiseringsmikrordret efter plattlayouten som skapats under installationen. Undvik att vidréra
mikrorérens sidor och begréansa bildningen av luftbubblor. Anvand en ren, extra lang pipettspets
for varje dverforing for att undvika korskontamination av kalibratorer, kvalitetskontroller eller
prover. Det ar inte nédvandigt att ta bort provtagningsanordningen fran provets transportror.
Denaturerade prover kan tillslutas med skruvlock for provtagningsrér och kan férvaras med
provtagningsanordningen kvar i réren.

Obs! Falskt positiva resultat kan intréffa om alikvoter av prover inte éverférs noggrant. Vid
overforingen av prov far inte pipettspetsen vidrora rérets insida nar alikvoten pa 75 ul tas bort.
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4. Nar det sista provet har 6verforts ska hybridiseringsmikroréren inkuberas i 10 minuter vid
20-25 °C.

5. Fordela den beredda och ordentligt vortexblandade probblandningen i alikvoter i en
reagensbehallare for engangsbruk. Pipettera forsiktigt 25 pl av probblandningen i varje mikroror
som innehaller kalibratorer, kvalitetskontroller och prover med hjélp av en 8-kanalspipett med nya
spetsar for varje rad. Dispensera probvolymen till varje hybridiseringsmikrorér och undvik
returstéank. Undvik att vidrora rérens sidor. Inspektera stéllet underifran for att férsakra dig om att
alla ror har fatt ratt mangd probblandning.

6. Tack mikroréren med en plattforseglare. Placera locket till stallet 6ver stéllet. Skaka
provrorsstallet for mikrorér pa Rotary Shaker | som stallts in pa 1 100 = 100 varv/mini 3
+ 2 minuter. Kalibratorer, kvalitetskontroller och prover ska bli gula efter skakning. Rér som
fortfarande ar lila har eventuellt inte fatt ratt mangd probblandning. Tillsatt ytterligare 25 pl
probblandning till de prover som fortfarande &r lila och skaka igen. Om réren fortfarande ar lila
efter denna procedur ska proverna testas igen.

Obs! Efter skakning ska prover i PreservCyt-l6sning bli rosa istallet for gula.

7. Inkubera i ett vattenbad med 65 + 2 °C i 60 + 5 minuter. Kontrollera att vattennivan i vattenbadet
racker for att ticka hela volymen av hybridiseringsblandningen. Provrorsstallet for mikroror flyter i
vattenbadet.

Obs! Skapa en plattlayoutfil med analysprogramvaran for digene-analyser om detta inte har gjorts
tidigare.

HYBRIDINFANGNING

1. Ta bort alla utom det nédvandiga antalet brunnar fran infangstmikrotiterplattan pa plattramen.
Lagg tillbaka de oanvanda mikrotiterplattbrunnarna i originalpasen och férsegla. Numrera varje
kolonn 1, 2, 3... med en markpenna. . . . Mark mikrotiterplattan med Idmplig identifiering.
Proverna ska tillsattas brunnarna enligt layouten i exemplet som férbereddes under Instélining.

2. Taforsiktigt bort hybridiseringsmikrotiterplattan som innehaller kalibratorer, kontroller och prover
fran Microplate Heater |. Ta omedelbart bort plattlocket och lagg det pa en ren yta. Ta alternativt
ut provrorsstallet for mikrorér ur vattenbadet. Ta omedelbart bort locket fran stallet och dra
plattférseglaren uppat och langs med stallet.

3. Overfor hela innehallet (cirka 100 pl) i kalibratorer, kvalitetskontroller och prover fran
hybridiseringsmikrotiterplattans brunnar eller mikrorér till botten av motsvarande brunnar pa
infangstmikrotiterplattan med en 8-kanalspipett. Anvand nya pipettspetsar pa 8-kanalspipetten for
varje overford kolonn och lat varje pipettspets tommas helt for att se till att det sker en fullstandig
provoverforing. Om sa dnskas kan pipetten stadgas genom att mitten pa pipettspetsarna far vila
pa den dvre kanten av brunnarna pa infangningsmikrotiterplattan (se diagram 1).

DIAGRAM 1: KORREKT PIPETTERING

KORREKT Pipettera inte Lat inte spetsen
vertikalt. Undvik vidréra brunnens
returstank. sida.

4. Tack infangstmikrotiterplattan med plattlocket eller plattférseglaren och skaka med Rotary
Shaker | pa 1 100 £ 100 varv/min vid 20-25 °C under 60 + 5 minuter.
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Bered tvattbufferten och kontrollera skélj- och tvattbehallarna till Automated Plate Washer under
den har inkubationen. Se avsnittet Reagenspreparation och férvaring.

Nar infangningssteget ar fullstandigt ska du ta bort infangstmikrotiterplattan fran Rotary Shaker |
och foérsiktigt ta bort plattlocket eller plattférseglaren. Tag bort vatskan fran brunnarna genom att
hélla den i slasken. Vand plattan helt upp och ned och skaka hart med en nedatgaende rorelse
och var forsiktig sa att detta inte orsakar returstank genom att dekantera den for nara slaskens
botten. Vand inte tillbaka plattan igen; torka genom att knacka plattan hart 2—3 ganger pa rena
Kimtowels-torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar. Kontrollera att all vatska har
avlagsnats fran brunnarna och att ovansidan pa plattan ar torr.

HYBRIDDETEKTION

Obs!

Utfor tillsatser dver plattan fran vanster till hdger med en 8-kanalspipett.

Vi rekommenderar att den omvanda pipetteringstekniken anvands for att forbattra
enhetligheten for reagenstillsats. Med denna teknik dverfylls pipettspetsarna initialt genom att
anvanda pipettens andra stopplage pa kontrollen for aspirering/dispensering (kolv). Se
procedur nedan. Torka av spetsarna pa reagensbehallaren fér engangsbruk for att ta bort
overflodigt reagens fore tillforsel till platta.

Om sa onskas kan pipetten stadgas genom att mitten pa pipettspetsarna far vila pa den évre
kanten av brunnarna pa mikrotiterplattan. lakttag forsiktighet sa att mikrotiterplattbrunnarnas
sidor inte vidrdrs, annars kan korskontamination av prover ske. Se diagram 1 ovan.

Fordela lamplig volym detektionsreagens 1 i alikvoter i en reagensbehallare for engangsbruk. Se
avsnittet Reagenstillverkning och férvaring for instruktioner. Pipettera forsiktigt 75 pl
detektionsreagens 1 i varje brunn pa infangstmikrotiterplattan med en 8-kanalspipett och den
omvanda pipetteringstekniken.

Omvand pipetteringsteknik:

a) Satt fast spetsar pa en 8-kanalspipett; kontrollera att alla spetsar sitter sakert.

b) Tryck pipettkolven forbi det forsta stoppet till det andra stoppet.

c) Sank ner spetsarna i l6sningen med detektionsreagens 1.

d) Slapp kolven sakta och Iat I6sningen fylla spetsarna.

e) Dispensera I6sningen in i brunnarna pa mikrotiterplattan (75 ul) genom att trycka ner kolven

till det forsta stoppet. Frigor inte kolven férran pipettspetsarna ater har sankts ned i Iésningen
med detektionsreagens 1.

f)  Fyll spetsarna igen och upprepa tills alla brunnar ar fyllda. Fyll mikrotiterplattans brunnar fran
vanster till hoger. Se till att alla brunnar ar fylida genom att observera den rosa fargens
intensitet. Alla brunnar ska ha liknande intensitet.

2. Tack plattorna med plattlock eller ren plastfilm (eller liknande) och inkubera vid 20-25 °C under

30-45 minuter.

TVATTNING

Tvatta infangningsplattan med en av de tva metoderna nedan.

Automated Plate Washer-metod

Obs! Automated Plate Washer ska alltid vara PA. Kontrollera att skdljbehallaren &r fylld och att

avfallsbehallaren ar tom. Automated Plate Washer skéljer rutinmassigt systemet fér rengoring. Se
anvandarhandboken for Automated Plate Washer for vidare anvisningar.

FORE VARJE ANVANDNING:
+ Se till att tvattbehallaren ar fylld atminstone till 1-litersmarket med tvattbuffertiésningen. Om inte,

bered tvattbuffertidsningen. Se avsnittet Reagenspreparation och férvaring.

+ Se till att skoljbehallaren ar fylld med avjoniserat eller destillerat vatten.
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» Se till att avfallsbehallaren ar tom och att locket ar sakert fastsatt.
» Automated Plate Washer primas automatiskt fére varje tvatt och skoljs efter varje tvatt.

1.
2.

Ta bort plattans lock och lagg plattan pa plattformen till Automated Plate Washer.

Se till att strtommen &r PA, och att displayen visar "Digene Wash Ready” (Digene-tvatt klar) eller
"P1”.

Obs! Om endast en del av infangningsbrunnarna anvands maste tomma brunnar pa
mikrotiterplattan placeras pa infangningsplattan for att komplettera kolonnen fore tvatt.

Valj antalet strips som ska tvattas genom att trycka pa tangenten "Rows” (Rader) och sedan pa
"+ eller "-" for att justera. Tryck pa tangenten "Rows” (Rader) for att aterga till "Digene Wash
Ready” (Digene-tvatt klar) eller "P1”.

Tryck pa “Start/Stop” for att bérja.

Tvattapparaten utfor sex pafylinings- och aspirationssteg vilket tar ungefar 10 minuter. Det gors
en kortvarig paus under programmet, sa ta inte ut plattan for tidigt. Nar Automated Plate Washer
ar klar med tvatten visar displayen "Digene Wash Ready” (Digene-tvatt klar) eller "P1”.

Ta bort mikroplattan fran tvattapparaten nar programmet ar slut. Plattan ska vara vit och inga
rester av rosa vatska ska finnas kvar i brunnarna pa mikrotiterplattan.

Metod for manuell tvattning

1.

Ta bort detektionsreagens 1 ur brunnarna genom att placera rena Kimtowels-torkar eller
likvardiga luddfria pappershanddukar pa plattans dversida och vand den forsiktigt upp och ned.
Se till att pappret ar i kontakt med hela ytomradet pa plattan innan den vand upp och ner. Lat
plattan rinna av i 1-2 minuter. Lat torka val pa rena Kimtowels-torkar eller motsvarande luddfria
pappershanddukar. Ta forsiktigt bort och kassera anvanda pappershanddukar for att undvika
kontaminering med alkaliskt fosfatas i senare steg.

Handtvatta plattan sex ganger med hjalp av tvattapparaten. Varje brunn ska tvattas sa att den
svammar Over for att ta bort detektionsreagens 1 fran brunnarnas 6versida. Tvattningen bérjar
med brunn A1 och fortsatter pa ett slingrande satt till hdger och nedat. Nar alla brunnar ar fylida,
ska vatskan dekanteras i vasken med en kraftig nedatriktad rorelse. Den andra tvatten borjar med
brunn H12 och rér sig med en slingrande rorelse till vanster och uppat. Sekvensen for dessa tva
tvattar upprepas ytterligare tva ganger sa att varje brunn far totalt sex tvattar.

Efter tvatt ska plattan torkas genom att den vands upp och ner pa rena Kimtowels-torkar eller
motsvarande luddfria pappershanddukar. Knacka hart pa den 3—4 ganger. Byt ut
pappershanddukarna och gér om proceduren. Lat plattan ligga upp och ned och Iat den rinna av i
fem minuter. Torka av plattan en gang till.

Plattan ska vara vit och inga rester av rosa vatska ska finnas kvar i brunnarna pa
mikrotiterplattan.

SIGNALFORSTARKNING

OBS

!
Anvand ett nytt par handskar nar du hanterar detektionsreagens 2.
Endast den reagensmangd som kravs for att utféra analysen ska férdelas i alikvoter i
reagensbehallaren for engangsbruk for att undvika kontaminering av detektionsreagens 2. Se
avsnittet om reagenspreparation. Aterlamna inte detektionsreagens 2 till den
ursprungliga flaskan.Kassera oanvant material efter anvandning.
Detektionsreagens 2-tillsatsen ska goras utan avbrott. Inkubationstiden for alla brunnar maste
vara sa lika som mgjligt.
Kontrollera att du inte vidrér sidorna pa brunnen pa mikrotiterplattan och att du inte far
reagensstank pa pipettspetsarna eftersom prover da kan korskontamineras (se , diagram 1).
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Pipettera forsiktigt 75 pl detektionsreagens 2 i varje brunn pa infangstmikrotiterplattan med en 8-
kanalspipett sasom tidigare beskrivits. Alla brunnar pa mikrotiterplattan ska bli gula. Se till att alla
brunnar ar fyllda genom att observera fargens intensitet. Alla brunnar ska ha liknande intensitet.

Tack mikrotiterplattorna med ett plattlock eller en ren Parafilm (eller liknande) och inkubera vid
20-25 °C under 15 minuter. Undvik direkt solljus.

Avlas mikrotiterplattan pa DML-instrumentet efter 15 minuters inkubation (och hégst 30 minuter
efter inkubation).

Det analysspecifika programprotokollet méjliggdr inmatning av viktig information om analysen
direkt i programvaran.

Om du inte anvander en full mikrotiterplatta tar du bort mikroplattans anvanda brunnar fran
mikroplattramen, skdljer mikroplattramen noga med destillerat eller avjoniserat vatten, och torkar
och sparar den for nasta test.
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KRITERIER FOR ANALYSKALIBRERINGSVERIFIERING

Analyskalibreringsverifiering utférs for att sakerstalla att reagenserna och férsedda material for
kalibratorerna och kvalitetskontrollerna fungerar som de ska, vilket méjliggér en noggrann bestamning av
analysens cutoff-varde. For digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet kravs kalibrering vid varje analys;
darfor ar det ndédvandigt att verifiera varje analys med kriterierna nedan. Denna verifieringsprocedur ar
inte avsedd att ersatta intern kvalitetskontrolltestning. Protokollen for analysprogram for digene-analyser
verifierar automatiskt kriterierna nedan.

1. Negativ kalibrator
Den negativa kalibratorn maste testas i triplikat vid varje testanalys. Medelvardet fér negativ
kalibrator maste vara = 10 och < 250 RLU for att kunna fortsatta. Resultaten for negativ kalibrator
ska visa en variationskoefficient (%CV) pa < 25 %. Om %CV ar > 25 sa ska vardet med ett RLU-
varde som avviker mest fran medelvardet tas bort och de tva kvarvarande vardena anvandas for att
berakna medelvardet. Om skillnaden mellan medelvardet och vart och ett av de tva vardena ar <
25 % ska du ga vidare till steg 2. | dvriga fall ar verifikationen av analyskalibreringen ogiltig och
testanalysen maste upprepas for alla patientprover. Foljaktligen ska resultaten fran patientproverna
inte rapporteras.

2. Kalibratorer
Kalibratorerna maste testas i triplikat vid varje analys. For CPC maste bagge kalibratorerna testas i
triplikat. Resultaten for kalibratorn ska visa en variationskoefficient (%CV) pa < 15 %. For CPC,
%CV for LRC, HRC samt LRC-HRC kombinerat maste visa %CV <15 %. Om %CV ar > 15 ska
kalibratorvardet med ett RLU-varde som avviker mest fran medelvardet tas bort och de
kvarvarande kalibratorvardena anvandas for att berdkna medelvardet. Endast ett LRC- och ett
HRC-replikat far tas bort. Om %CV av kalibratorerna ar < 15 % ska du ga vidare till steg 3. | 6vriga
fall ar verifikationen av analyskalibreringen ogiltig och testanalysen maste upprepas for alla
patientprover. Foéljaktligen ska resultaten fran patientproverna inte rapporteras.

Verifieringen av analyskalibreringen som beskrivs ovan for kalibratorerna utférs automatiskt av
analysprogramvaran for digene-analysen och skrivs ut i dataanalysrapporten. Analysprotokollen
for digene-analysen for HPV verifierar automatiskt att %CV for lagrisk- och hogrisk-HPV-
kalibratorerna ar < 15 % Version v1.0.2 och v1.0.3 av analysprogramvaran for digene-analys
ogiltigforklarar emellertid INTE analysen savida inte %CV ar > 25 % for kalibratorerna.  Darfor
maste anvandaren manuellt verifiera att %CV som berdknats av analysprogramvaran for digene-
analysen ar < 15 % and ga vidare enligt anvisningen for situation 1 i tabellen nedan. Om %CV fér
kalibratorreplikaten ligger mellan 15 och 25 ska du I&sa anvisningarna for situation 2 eller 3 i
tabellen nedan och vidta atgarderna som beskrivs under "Anvandaratgarder”.
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Rapporterat %CV for Atgird som tagits av

Situation | LRC- och/eller HRC- | analysprogramvaran for Anvéandaratgarder
replikaten digene-analysen
o Analysen rapporteras Resultaten kan rapporteras; ingen ytterligare atgard
1 <15% eaip -
som "Giltig behdvs.

Ta bort det RLU-varde for kalibratorerna som avviker
mest fran medelvardet. Berédkna kalibratorns %CV

igen med de tva kvarvarande vardena. Om %CV for
de kvarvarande RLU-vardena ar > 15 % ar analysen

Inga avvikande vérden ogiltig. Resultaten far inte rapporteras. Om %CV for

0,
Mellan 15 % och borttagna och analysen

25% il de kvarvarande RLU-vardena ar < 15 % ska
rapporteras som "Giltig analysens cutoff berdknas om och darefter ska
RLU/cutoff-kvoten for varje prov som anvander
denna cutoff berdknas om. Dessa omraknade
varden kan rapporteras.
Ett avvikande varde per
3 Mellan 15 % och kalibrator borttaget och Analysen &r ogiltig. Resultaten far inte rapporteras.
25 % analysen rapporteras som | Analysen maste upprepas.
"Giltig”
4 > 259, Ect)t rtat;;tta ggﬁ ;/:;?)Zen Analysen &r ogiltig. Resultaten far inte rapporteras.

rapporteras som "Ogiltig” Analysen maste upprepas.

For att manuellt berakna %CV sasom anges i situation 2 ovan ska anvandaren dividera
standardavvikelsen (STDEV) (n-1) for de kvarvarande replikatens RLU-varden med medelvardet
av de kvarvarande replikatens RLU-varden (LRC eller HRC eller bagge) och multiplicera detta
resultat med 100.

Fér att berakna %CV med Microsoft” Excel” (medfdljer den tidigare versionen av
analysprogramvaran for digene-analysen) kan anvandaren berdkna standardavvikelsen av
kalibratorreplikat med formeln STDEV och bestamma kalibratorns medel-RLU med formeln
AVERAGE. Nar dessa tva varden har erhallits, dividera STDEV med AVERAGE och multiplicera
resultatet med 100 for att erhalla %CV.

(STDEV/AVERAGE) * 100 = %CV

Om du har fragor som beror berdkning av %CV, berékning av analysens cutoff eller
berdkning av provernas RLU/cutoff, ska du ringa en lokal representant for QIAGEN.

Resultaten fran de tre kliniska utvarderingarna som ror 152 analyskérningar utférda med digene
HC2 HPV DNA-testet har sammanstallts sa att kalibratorns reproducerbarhet kan faststallas och
frekvensen kan uppskattas dar manuella berakningar kan bli nddvandiga. Resultaten visade att
medelvardet av %CV for dessa 152 korningar var 8,1. Med hansyn till alla tre kalibratorreplikaten
per testkdrning sa observerades en reproducerbarhet pa > 15 %CV for kalibratorn i endast 17 av
152 korningar (11,2 %) varav 10 av dessa 17 testkorningar resulterade i en %CV mellan 15-25
(situation 2). For de 17 testkdrningarna som gav en %CV pa > 15 sa togs ett avvikande varde bort
och %CV omraknades. Efter vidtagna anvandaratgarder for situation 2 sa forblev endast ett av
testkérningens %CV pa > 15 vilket gjorde testkorningen ogiltig. Vid berakning av %CV fér de
kvarvarande 151 testkdrningarna gav detta ett medelvarde for %CV pa 6,0.
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Resultaten for kalibratorns medelvarde (LRC eller HRC och medelvardet for negativ kalibrator (NC)
anvands for att berakna LRC/NC- eller HRC/NC-kvoten for varje prob. Tidigare versioner (V1.0.2
och V1.0.3) av protokoller fér analysprogrammet for digene-analys beraknar inte de godtagbara
intervallen korrekt. Dessa kvoter maste uppfylla de foljande kriterierna for att verifiera

analyskalibreringen innan provresultaten kan tolkas:

CPC-METOD

DUBBELPROBSMETOD

Analyskalibreringsverifiering
Acceptabla intervall

Analyskalibreringsverifiering
Acceptabla intervall

2,0<LRCX/NCX <15

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

2,0<HRCX/NCXx <15

2,0 < HRCX/ NCHRX < 15 (HR-sidan)

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

Berakna de lampliga LRC¥/NCX- eller HRCX/NC¥-kvoterna for samtliga probuppsattningar. Ga till
nasta steg om kvoterna ar > 2,0 och < 15. Om nagon av kvoterna ar < 2,0 eller >15, d@r analysen
ogiltig for den specifika proben och maste upprepas. Upprepa alla patientprover fér den

korningen.

Obs! Acceptabla intervall for negativa kalibratorer och positiva kalibratorer har endast faststallts for

ett DML-instrument.
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CUTOFF-BERAKNING

Nar en analys har validerats enligt kriterierna angivna ovan sa ar cutoff-vardena for bestamningen av
positiva prover sasom foljer:

1) Metod fér kombinerad probblandning: (LRC-replikat + HRC-replikat)
antal replikat

2) Dubbelprobsmetod: Cutoff for lagrisk-HPV-prob = LRCX
Cutoff fér hogrisk-HPV-prob = HRCX
Exempel pa cutoff-berdkning
for: Lagrisk- eller Lagrisk- Hogrisk- Kombinerad
hogrisk-HPV-prob | HPV-prob HPV-prob HPV-prob
Dubbelprobsmetod | CPC-metod | CPC-metod CPC-metod
NC RLU- LRC eller HRC LRC RLU- HRC RLU- LRC och HRC
varden RLU-véirden varden varden RLU-varden
97 312 330 235* 330
101 335 305 295 305
91 307 385 279 385
295
235*
279
RLU- 96 318 340 287* 318,8*
medelvirde
%CV 4,9 4,7 12,0 3,9* 13,0
LRCYNCX N/A 3,31 3,54 3,00 3,32

Den positiva kalibratorns medelvarde fér RLU bestdmmer analysens cutoff-varde. Darfor ar det positiva
cutoff-vardet (LRCX) = 318.

* Medelvardet av %CV for alla sex replikat var 16,8. Replikat med ett varde pa 235 togs bort som ett
avvikande varde. De kvarvarande replikatens %CV var 13,0 med ett medelvarde pa 318,8. Initial %CV for
HRC var 11,5.

RLU-vardena for alla prover ska omvandlas till en kvot med det tillampliga cutoff-vardet. Till exempel ska
alla analyser som testats med lagrisk-HPV-prob uttryckas som prov-RLU/Iagrisk cutoff-varde. Samma sak
kan goras med prover som testats med hogrisk-HPV-prob eller CPC-prob.

Obs! RLU/CO-varden och positiva/negativa resultat for alla prover rapporteras i DML-instrumentets
dataanalysrapport.

Fo6r anvandning av Rapid Capture System-instrumentet har programvaruprotokollet RCS HPV
programmerats att tilldmpa en kalibreringsjusteringsfaktor (CAF) pa 0,8 pa RLU-medelvardet for
giltiga positiva kalibratorreplikat. CAF kravs for att analysens prestandaegenskaper ska forbli
likvardiga med den manuella testproceduren. Den har andringen galler bara analyser utférda
med Rapid Capture System-instrumentet. Det &r saledes viktigt att valja ratt programprotokoll
for varje specifik testmetod for att generera korrekta testresultat. RLU-vardena for alla prover
ska omvandlas till en kvot med det tillampliga cutoff-vardet (CO-vardet). Till exempel ska alla
analyser uttryckas som prov-RLU/CO-véarde.
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KVALITETSKONTROLL

Kvalitetskontrollprover tillhandahalls med digene HC2 HPV DNA-testet. Anvisningar om hur du matar in
lotnummer och utgangsdatum for kvalitetskontrollerna finns i den tillampliga anvandarhandboken. Dessa
kvalitetskontroller maste inkluderas i varje testkérning och RLU/CO for varje kvalitetskontroll maste ligga
inom de féljande godkanda intervallen for att kdrningen ska anses giltig. Om kvalitetskontrollerna inte
ligger inom dessa intervall ar analysen ogiltig och maste upprepas.Saledes ska inga patientresultat
rapporteras for nagon korning som ar ogiltig.

Forvantat resultat

Kvalitet (RLU/Cutoff-varde)
Kontroll HPV-typ Lagrisk-HPV-prob

Minimum | Maximum | Medelvarde %CV
QC1-LR | Lagrisk (HPV 6) 2 8 50 25
QC2-HR | Hogrisk (HPV 16) 0,001 0,999 0,5 25

Forvantat resultat

Kvalitet (RLU/Cutoff-varde)
Kontroll HPV-typ Hogrisk-HPV-prob

Minimum | Maximum | Medelvarde %CV
QC1-LR | Lagrisk (HPV 6) 0,001 0,999 0,5 25
QC2-HR | Hogrisk (HPV 16) 2 8 5,0 25

Forvantat resultat

Kvalitet (RLU/Cutoff-varde)
Kontroll HPV-typ CPC HPV-prob

Minimum | Maximum | Medelvarde %CV
QC1-LR | Lagrisk (HPV 6) 2 8 50 25
QC2-HR | Hogrisk (HPV 16) 2 8 5,0 25

1. Materialet for kvalitetskontroll som medféljer satsen ar klonade HPV-DNA-mal och harstammar
inte fran HPV av vildtyp. Detta &r samma typ av material som anvands for de medfdljande
kalibratorerna med digene HC2 HPV DNA-testet.

2. Detta material fér kvalitetskontroller fungerar inte som en lamplig kontroll fér bearbetningen av
PreservCyt-l6sning eller SurePath-konserveringsvatska.

3. Kovalitetskontrollerna som medfdljer detta testkit maste anvandas vid intern kvalitetskontroll.
Ytterligare kvalitetskontroller kan testas enligt riktlinjer eller krav fran lokala och/eller nationella
foreskrifter eller ackrediterade organisationer.
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TOLKNING AV PROVRESULTAT

Obs! Cutoff for digene HC2 HPV DNA-testet pa 1 pg/ml &r likvardigt med 100 000 HPV-kopior/ml eller
5 000 HPV-kopior per analys.

1. STM-prover med en kvot pa RLU/cutoff-varde som &r = 1,0 med enbart lagrisk-HPV-prob
betraktas som ”positiva” fér en eller flera av HPV-typerna 6, 11, 42, 43 eller 44.

2. STM-prover med en kvot pa RLU/cutoff-varde som ar = 1,0 med enbart hogrisk-HPV-prob
betraktas som ”positiva” fér en eller flera av HPV-typerna 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 och 68.

3. Om RLU/CO-kvoten ar = 1,0 och < 2,5 vid testning av PreservCyt-prover, rekommenderar
QIAGEN att provet omtestas. Om det forsta omtestningsresultatet ar positivt (= 1,0 RLU/CO) kan
provet rapporteras som positivt och da behéver ingen vidare omtestning goras. Om det férsta
resultatet fran omtestningen daremot ar negativt (< 1,0), kravs ett andra omtest (ett tredje
resultat) for att fa ett slutligt resultat. Resultatet av den andra omtestningen ska betraktas som
slutligt och rapporteras.

4. Om ett provs RLU/cutoff-kvot ar ndra men mindre an 1,0 och hdgrisk HPV-infektion misstanks
ska alternativa testmetoder och/eller ny provtagning évervag.

5. STM-prover med en kvot pa RLU/cutoff-vardet som ar = 1,0 med bade lagrisk-HPV-prob och
hogrisk-HPV-prob anses "Positiva” for en eller flera HPV-typer fran varje probgrupp.

6. STM-prover med en kvot pa RLU/cutoff-vardet som ar = 1,0 for kombinerad probblandning anses
positiva for en eller flera av HPV-typerna 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56,
58, 59 och 68.

7. Prover med en kvot pa RLU/cutoff-vardet som ar < 1,0 for kombinerad probblandning eller bade
lagrisk-HPV-prob och hogrisk-HPV-prob anses "Negativa” eller Inget HPV DNA detekterat” for de
18 testade HPV-typerna. HPV DNA-sekvenser ar antingen franvarande eller sa &r HPV DNA-
nivaerna under detektionsgransen for analysen.
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PRESTANDAEGENSKAPER

DATA SOM STODER INDIKATIONEN LAGRISK OCH HOGRISK HPV.

Klinisk screening av patienter med ASC-US Pap smear-resultat for att bestamma behovet av
remiss till kolposkopi.

En studie med titeln "Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap Smears”
(Anvandbarheten av HPV-DNA-testning for triage av kvinnor med gransresultat av pap smear) utférdes i
USA ar 1996 under ledning av Kaiser Foundation Research Institute (Kaiser-stiftelsens forskningsinstitut)
och Kaiser Permanente Medical Group (Kaiser Permanentes medicinska grupp). Cervixprover for
rutinmassigt pap smear och for digene HC2 HPV DNA-testet erhdlls fran kvinnor som besodkte flera
Kaiser-klinikmottagningar. Inledande pap smear utvarderades i enlighet med Bethesda-klassificeringen.
Nar det galler motsvarande terminologi for screening av cervixcancer inom EU, se European Guidelines
for Quality Assurance in Cervical Cancer Screening (Europeiska riktlinjer for kvalitetssakring inom
screening for cervixcancer)4°. Kvinnor (15 ar och aldre) med ASC-US pap smear-resultat (med atypiska
celler av obestamd signifikans) aterkom for kolposkopi och biopsi. Med hjalp av kolposkopi erhélls
histologiska prover som utvarderades av patolog och en initial diagnos gjordes. Varje histologiskt prov
granskades ocksa av en oberoende patolog och skillnader mellan den initiala bedémningen och den
oberoende beddémningen avgjordes av en tredje patolog.

HPV DNA-testningen utfordes pa ett initialt prov och endast hégrisk-HPV-prober anvéndes. HPV DNA-
testningen utférdes med en prototyp av digene HC2 HPV DNA-testet som innehdll prober for 11 av de
13 HPV-typerna som inkluderades i hégrisk-HPV-proben (utom HPV-typ 59 och 68). Denna skillnad
forvantades inte resultera i en signifikant skillnad i kvalitetsprofil fér de tva analyserna.

HPV-testresultat och histologiska diagnoser erhdlls fran 885 kvinnor med ASC-US Pap smear.
Testningen av de flesta av patienterna utférdes med prover som tagits i bAde STM och PreservCyt-
I6sning. Pa grund av likheterna mellan digene HC2 HPV DNA-testets prestandaegenskaper for STM och
PreservCyt-medium, presenteras analysprestanda endast for PreservCyt-16sning.

Tabell 3 visar att bland de som hade en ASC-US-remiss till pap smear, ar det negativa prediktiva vardet
for digene HC2 HPV DNA-testet for att ha HSIL eller allvarligare sjukdom vid kolposkopi 99 %.

Tabell 3
Jamforelse mellan digene HC2 HPV DNA-test och konsensus-histologi
Population med ASC-US-remiss till pap smear
Kaiser-studie, prover i PreservCyt-16sning

HSIL eller hogre vid tidpunkten for kolposkopi
+ - Totalsumma
. + 66 317 383
Hogrisk-HPV . 5 297 502
Totalsumma 71 814 885

Kanslighet [TP/(TP+FN)] = 93,0 % (66/71)
95 % KI = 84,3 till 97,7
Specificitet [TN/(TN+FP)] = 61,1 % (497/814)
95 % Kl = 57,7 till 64,4
Sjukdomsprevalens = 8,0 % (71/885)
Positivt prediktivt analysvarde = 17,2 % (66/383)
Negativt prediktivt analysvarde = 99,0 % (497/502)
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Tabell 4 visar teoretiskt positiva och negativa prediktiva varden baserade pa olika prevalenser for en
initial ASC-US som visats vara HSIL eller hégre baserat pa resultat i hogrisk-HPV-prob.

Tabell 4
Teoretiskt positiva och negativa prediktiva virden
Hogrisk-HPV-prob
ASC-US Pap Smear-resultat

Teoretisk prevalens Initiala ASC-US Pap Smear-resultat
for HSIL Positivt prediktivt analysvarde Negativt prediktivt analysvarde
5 11,2 99,4
10 21,0 98,7
15 29,7 98,0
20 37,4 97,2
25 443 96,3
30 50,6 95,3

Tabell 5 illustrerar variationen mellan olika aldersgrupper som ingick i studien:

Tabell 5
Kaiser-studiedata
digene HC2 High-Risk HPV DNA-testets prestanda jamfért med konsensus-histologi
Resultat (HSIL)
Aldersspecifika egenskaper

Alder < 30 Alder 30-39 Alder > 39
n 287 233 365
Prevalens av sjukdom (%) 12,2 11,2 2,7
Kanslighet (%) 100,00 88,46 80,00
(35/35) (23/26) (8/10)
95 % konfidensintervall 90,0-100 69,9-97,6 44,4-97,5
Specificitet (%) 31,4 66,2 79,15
(79/252) (137/207) (281/355)
95 % konfidensintervall 25,7-37,5 59,3-72,6 74,6-83,3
Negativt prediktivt varde (%) 100 97,86 99,29
(79/79) (137/140) (281/283)
Positivt prediktivt varde (%) 16,83 24,73 9,76
(35/208) (23/93) (8/82)

Klinisk kidnslighet och specificitet for bestamning av risken for hoggradig sjukdom hos kvinnor
med LSIL eller HSIL Pap Smears

En klinisk multicenterstudie dar digene HC2 HPV DNA-testet anvandes, utférdes med prover som tagits
fran flera stora sjukhus och kolposkopikliniker (3 kliniker) med hdg prevalens av cervixsjukdom och HPV i
vastra och s6dra USA. HPV-testning utférdes pa tre kliniker som inte var anknutna till
kolposkopiklinikerna fran vilka proverna erhélls. Populationen fér denna kliniska studie utgjordes av
kvinnor som antingen fatt diagnosen LSIL eller HSIL baserat pa ett farskt pap smear och remitterats till
uppféljande kolposkopi. Av 702 rekryterade patienter hade 327 pap smear-resultat som dversteg ASC-
US och hade adekvat information tillganglig; 96 av dessa hade ett slutligt sjukdomsstatus pa HSIL eller
allvarligare. Exfolierade cervixcellprover erhélls med antingen digene HC2 DNA Collection Device for att
sedan placeras i STM eller med en provtagningsborste som sedan skoéljdes i PreservCyt-l6sning. Prover
togs vid tiden for kolposkopi. Prover testades med digene HC2 HPV DNA-testet och resultaten jamférdes
med sjukdomsstatus som faststallts for varje patient.Sjukdomsstatus baserades pa resultaten fran den
histologiska utvarderingen, men nar histologin var negativ eller nar ett histologiresultat saknades,
faststalldes dock sjukdomsstatus med cytologi vid tiden fér kolposkopiundersdkningen (se

tabell 6).digene HC2 HPV DNA-testet utfordes vid tre stora storstadskliniker utan anknytning till klinikerna
dar man samlade in proverna vid kolposkopi.Cytologi utférdes vid ett referenspatologilaboratorium, och
histologin utférdes vid institutionerna som utférde kolposkopin.Testresultat jamférdes med
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sjukdomsstatus for att beddéma testets kanslighet, specificitet samt negativa och positiva prediktiva
varden for detektion av hdggradig cervikal neoplasi.Pa grund av likheterna mellan digene HC2 HPV DNA-
testets prestandaegenskaper for STM och PreservCyt-medium, presenteras analysprestanda endast for

PreservCyt.

Ingen skillnad observerades mellan hoégrisk-HPV-probresultat fran STM-prover och PreservCyt-

I6sningsprover. Foéljande tabell visar resultaten for hogrisk-HPV-proben i denna population:

Tabell 6
Algoritm for patienters sjukdomsstatus
Cytologiresultat Histologiresultat Sjukdomsstatus
NEG NEG eller Ej utfort* NEG
LSIL NEG LSIL
HSIL NEG HSIL
Cancer NEG HSIL+
NEG LSIL LSIL
LSIL Ej utfort* LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Cancer LSIL LSIL
NEG HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Ej utfort* HSIL
Cancer HSIL HSIL
NEG Cancer HSIL+
LSIL Cancer HSIL+
HSIL Cancer HSIL+
Cancer Ej utfort* HSIL+
Cancer Cancer HSIL+

* Biopsi och/eller endocervikal skrapning (ECC) utférdes inte eftersom inga
avvikelser observerades vid kolposkopi eller histologiresultatet inte var
tillgangligt.

Tabell 7 och 8 innehaller prestandan for digene HC2 HPV DNA-testet som faststalldes med anvandning
av 327 PreservCyt-prover, av vilka 96 togs fran kvinnor som fatt diagnosen hoggradig cervixsjukdom.
Jamforelserna gjordes mellan alla studiepatienter med avvikande resultat pa remiss-pap smear.
Jamférelserna visas for PreservCyt-proverna som testats med hégrisk-HPV-prob.

Tabell 7

Resultat av hégrisk-HPV-prob

Slutgiltig sjukdomsstatus

Resultat av HSIL LSIL Negativt Totalsumma
remiss-pap
smear
Hogrisk-HPV- POS NEG POS NEG POS NEG
resultat
LSIL 44 4 78 33 28 37 224
HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Totalsumma 89 7 107 47 33 44 327

96 154 77
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Tabell 8 visar att digene HC2 HPV DNA-testet som anvander hogrisk-HPV-prob uppvisade cirka 93 %
total kanslighet for identifiering av kvinnor med hdggradig neoplasi i en population som remitterats till
kolposkopi pa basis av en pap smear-diagnos pa LSIL, HSIL eller motsvarande. Testet uppvisade
dessutom ett negativt prediktivt varde pa nastan 93 % i denna population.

digene HC2 High-Risk HPV DNA-test bland patienter som har en remiss

Tabell 8
Prestandaegenskaper

Pap smear med LSIL eller hogre och med HSIL som slutgiltig sjukdomsstatus

Remitterade Pap LSIL eller HSIL — HSIL-sjukdom
Resultat + - Totalsumma
u \"J
hogrisk- + 89 140 229
HPV-prob - 7 91 98
Totalsumma 96 231 327

Kanslighet [TP/(TP+FN)] = 92,7 % (89/96)
95 % Kl = 85,6 till 97,0
Specificitet [TN/(TN+FP)] = 39,4 % (91/231)
95 % KI = 33,1 till 46,0

Sjukdomsprevalens for remitterad LSIL till slutgiltig HSIL = 21,4 %
Sjukdomsprevalens for remitterad HSIL till slutgiltig HSIL = 46,6 %

Totalt positivt prediktivt varde = 38,9 % (89/229)
Totalt negativt prediktivt varde = 92,8 % (91/98)

Medan specificiteten for digene HC2 HPV DNA-testet verkade vara nagot lagt, vantas inget strikt
samband mellan frdnvaro av neoplasi och ett negativt HPV-resultat. HPV-DNA kan vara narvarande hos
kvinnor som inte har utvecklat en hogre grad av sjukdom. Faktum ar, att nar HPV-testning med PCR
(polymeraskedjereaktion) (en analys som endast anvands i forskning) utférdes pa prover med positiva
HPV-resultat och vilkas motsvarande sjukdomsstatus var lagre én laggradig neoplasi, var nastan 75 %

positiva.

Tabell 9 indikerar teoretiskt positiva och negativa prediktiva varden med hégrisk-HPV-proben nar initiala
LSIL eller HSIL vid kolposkopi befanns vara HSIL eller svarare sjukdom.

Tabell 9

Teoretiskt positiva och negativa prediktiva varden

Hogrisk-HPV-prob
Initiala LSIL eller HSIL pap smear-resultat

Initiala LSIL eller HSIL pap smear-resultat
Teoretisk prevalens
for HSIL Analysens positivt Analysens negativt
prediktiva varde prediktiva varde
5 74 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 45,1 90,9
40 50,4 89,0
45 55,5 86,8
50 60,4 84,3
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DATA SOM STODER INDIKATIONEN PRIMAR SCREENING FOR HOGRISK-HPV

Klinisk prestanda vid screening av patienter med normala pap smear-resultat for att underliatta
riskbedéomningen for patienthantering

Resultaten av atta oberoende kliniska studier som utférts av framstaende medicinska, akademiska och
myndighetsinstitutioner vid kliniker i USA och utomlands beskrivs nedan. | studierna anvandes de
vedertagna pap-metoderna i de lander dar studien utférdes. | alla utom tva fall anvandes Bethesda-
systemet for att tolka pap-resultaten. Dessutom diagnostiserades hdggradig cervixsjukdom genom
anvandningen av kolposkopistyrd biopsi for varje studie. | dessa studier beddmdes den kliniska
anvandbarheten av digene HC2 High-Risk HPV DNA-test jamfort med pap smear for aldre kvinnor (i
allmanhet 6ver 30-35 ar). | alla utom en studie utférdes aven prospektiv HPV-testning med digene HC2
High-Risk HPV DNA-testet.

Studierna var screeningstudier av ett tvarsnitt av den allmanna populationen med anvandning av digene
HC2 High-Risk HPV DNA-testet, savida inget annat anges nedan. Sasom angetts utfordes tva av atta
screeningstudier i USA, tva i Europa, tva i Latinamerika, en i Afrika och en i Asien.

Prestandan for digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet som observerades fran sex tvarsnittsstudier
sammanfattas, i tabell 10 och 11, for kvinnor i aldern 30 ar och aldre och diagnostiserade med
histologiskt bekraftad hoggradig cervikal neoplasi (definieras som CIN3 eller allvarligare).

Tabell 10
Prestandauppskattningar av Digene HC2 High-Risk HPV DNA-test
Kanslighet och specificitet

Population n Kaénslighet (%) Specificitet (%)
PAP enbart HPYV enbart HPV + PAP enbart HPV enbart HPV + PAP
PAP
51,6 96,3 100 98,5 96,2 951
Visteuropa 1 7592 (14127) (26127) (27127 (7453/7565) (275/7565) (7193/7565)
95%KI | 32,0-71,3 81,0-99,9 87,2-100 98,2- 98,8 95,7-96,6 94,6-95.6
584 948 97.4 98,7 93,9 934
Latinamerika 1 6115 (45/77) (73177) (75177) (5962/6038) (5669/6038) (5637/6038)
95% KI | 46,68-69,6 87,2-98,6 90,9-99,7 98,4-99,0 93,3-94,5 92,7-94,0
77,9 89,7 94.1 94,1 94,0 89.9
Latinamerika 2" 6176 (53/68) (61/68) (64/68) (5745/6108) (5742/6108) (5490/6108)
95%KI | 66,2-87,1 79,9-95,8 85,6-98.4 93,4-94,6 93,4-94,6 89,1-90,6
84,1 89,7 925 86,4 80,0 76.4
Afrika 2925 (90/107) (96/107) (99/107) (2436/2818) (2253/2818) (2152/2818)
95%KI | 75,8-90,5 82,4-94,8 85,8-96,7 85,1-87,7 78,4-81,4 74,8-77,9
97,6 100 100 76,3 83,0 68.0
Asien 1936 (41/42) (42/42) (42/42) (1445/1894) (1572/1894) (1287/1894)
95%KI | 87,4-99,9 91,6-100,0 | 91.6-100.0 74,3782 81,2-85,0 65.8-70.1
50,0 100 100 97,6 96,2 95,5
USA 1 1040 (1/2) (2/2) 2/2 (1013/1038) (999/1038) (991/1038)
95%KI | 1,26-98,7 15,8-100,0 | 15,8-100,0 96,5-98,4 94,9-97,3 94,0-96,7

THC2-data om sadana var tillgangliga, i annat fall anvandes HCS-data; kombinerade data.

37




Tabell 11
Prestandauppskattningar av Digene HC2 High-Risk HPV DNA-test
Positivt och negativt prediktivt varde

Population n Prevalens (%) Positivt prediktivt virde (%) Negativt prediktivt virde (%)
CIN 3 PAP HPV HPV + PAP | PAPenbart | HPVenbart | HPV +PAP
enbart enbart
i 0,36 11,1 8,23 6.77 99,83 99,99 100.0
Vasteuropa 7592 (27/7592) (14/126) (26/316) (27/399) | (7453/7466) | (7275/7276) | (7193/7193)
1 95 % KI 0,23-0,52 6,21-17,9 5,45-11,8 451969 [ 99,70-99,91 | 99,92-100,0 | 99,95-100,0
] ] 1,26 37,2 16,5 15,8 99,47 99,93 99.96
Latinamerika | 6115 (77/6115) (45/121) (73/442) (75/476) | (5962/5994) | (5669/5673) | (5637/5639)
1 95 % KI 0,99-1,57 28,6-46,4 13,2-20,3 12,6-194 | 99,25-99,63 | 99,82-99,98 | 99,87-100,0
] ] 1,10 12,7 14,3 9.4 99,74 99,88 99,93
Latinamerka | 6176 (68/6176) (53/416) (61/427) (64/682) | (5745/5760) | (5742/5749) | (5490/5494)
2 95 % KI 0,86-1,39 9,69-16,3 11,1-18,0 7.30-11,8 | 99,57-99,85 | 99,75-99,95 | 99.81-99.98
3,66 19,1 14,5 12,9 99,31 99,51 99,63
Afiika 2925 (107/2925) (90/472) (96/661) (99/765) | (2436/2453) | (2253/2264) | (2152/2160)
95 % KI 3,01-4,40 15,6-22,9 11,9-17,4 10,6-15,5 | 98,89-99,60 | 99,13-99,76 | 99,27-9984
2,17 8,37 11,5 6,47 99,93 100,0 100,0
Asien 1936 (42/1936) (41/490) (42/364) (42/649) | (1445/1446) | (1572/1572) | (1287/1287)
95 % KI 1,57-2,92 6,07-11,2 8,44-15,3 4,70-865 [ 99,62-100,0 | 99,77-100,0 | 99,71-100,0
0,19 3,85 4,88 4,08 99,90 100,0 100,0
USA 1 1040 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49) (1013/1014) | (999/999) (991/991)
95 % KI 0,02-0,69 0,10-19,6 0,60-16,5 0,50-14,0 | 99,45-100,0 | 99,63-100,0 | 99,63-100,0

THC2-data om sadana var tillgangliga, i annat fall anvandes HCS-data; kombinerade data.

| samtliga studier finns en enhetlig och ofta mycket signifikant férbattring i kanslighet for digene HC2
High-Risk HPV DNA-testet jamfort med enbart pap. Liksom for kanslighet 6verskrider det negativa
prediktiva vardet (NPV) for HPV vardet fér enbart pap i samtliga fall, och narmar sig 100 %. Detta NPV
visar den hoga sannolikheten for franvaro av héggradig cervixsjukdom eller cancer hos cytologiskt
normala kvinnor som inte har HPV-infektion.

Aven om specificiteten for digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet &r lagre an fér enbart pap, har en
analys av sannolikhetskvoterna visat att den observerade minskningen av specificitet inte ar tillrackligt
signifikant for att paverka den kliniska nyttan med att anvanda testet for att identifiera kvinnor med féga
eller ingen risk for att ha eller utveckla cervixsjukdom. Icke desto mindre ar det viktigt att beslutet att
remittera en patient till kolposkopi baseras pa all klinisk information och riskinformation och patienthistorik
som ar tillganglig for lakaren. Viktiga variabler innefattar historiken fér HPV-infektion och/eller avvikande

pap smears, alder vid férsta samlaget, antalet sexpartner och samtidiga sexuellt dverférda sjukdomar.27'28

Aven om prevalensen av héggradig sjukdom inte signifikant varierar mellan de studier fran vilka

prestandan beraknades kan prevalensen av HPV-infektion i en population paverka prestanda, och

varierar vanligtvis med patientpopulationen. Dessutom har det visat sig att prevalensen fér HPV-infektion
. . . o 28, 30-37, 41 Ly e . . .

sjunker dramatiskt med stigande alder. Positiva prediktiva varden minskar nar man testar

populationer med I&g prevalens eller individer med féga risk for infektion.

Longitudinella analyser utférdes med anvandning av resultaten av tva studier; en utférdes i USA av
National Cancer Institute (NCI, nationella cancerinstitutet) i Portland, Oregon, och den andra utférdes i
Frankrike vid Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims (Pol Bouin-laboratoriet, universitetskliniken i Reims).
Dessa longitudinella analyser gjordes for att visa att pap-negativa/HPV-negativa patienter har en lagre
risk att ha en cervixsjukdom jamfort med traditionellt definierade lagrisk-kvinnor vars HPV-status ar okand
och jamfért med pap-negativa/HPV-positiva patienter.
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Resultaten av dessa longitudinella analyser visas i tabell 12 och 13 nedan.

Tabell 12
Resultatsammandrag: Studier fran NCI och Frankrike
Relativ risk for hoggradig sjukdom

Alder Lagrisk- n Fall av Frekvens (per Relativ risk
Studiegrupp klassificering CIN 3+ 100 patientar) (95 % KiI)
Pap-normal, HPV- 12 054 28 0,043 0,897
30 och negativ (0,596, 1,348)
aldre Efterfljande 9429 19 0,048 1,000
NCI normala pap*
Pap-normal, HPV- 17 594 48 0,056 0,678
Alla negativ (0,514, 0,894)
Efterfljande 13 392 44 0,082 1,000
normala pap*
Pap-normal, HPV- 1690 3 0,084 0,849
30 och negativ (0,307, 2,35)
aldre Efterféljande 2026 4 0,099 1,000
. normala pap*
Frankrike Pap-normal, HPV- 2180 3 0,066 0,491
Alla negativ (0,221, 1,09)
Efterféljande 2650 7 0,136 1,000
normala pap*

*Tre normala arliga pap-test under cirka 2 ar

Tabell 13
Resultatsammandrag: Studier fran NCI och Frankrike
Sjukdomsfrekvenser stratifierade per HPV-status vid baslinjen

Alder Status vid n Fall av Frekvens (per Relativ risk
Studiegrupp baslinje CIN 3+ 100 patientar) (95 % KiI)
Pap-normal, 1078 24 0,451 10,50
30 och HPV-positiv (6,13, 18,0)
aldre Pap-normal, 12 054 28 0,043 1,00
NCI HPV-negativ
Pap-normal, 2 561 63 0,096 10,64
Alla HPV-positiv (7,33-15,5)
Pap-normal, 17 594 48 0,056 1,00
HPV-negativ
Pap-normal, 419 14 2,346 27,3
30 och HPV-positiv (8,41, 88,3)
aldre Pap-normal, 1696 3 0,084 1,00
Frankrike HPV-negativ
Pap-normal, 619 22 2,520 37,0
Alla HPV-positiv (11,8, 116)
Pap-normal, 2180 3 0,066 1,00
HPV-negativ

Den kliniska anvandbarheten av HPV-testresultatet pavisas ytterligare av den O©kade risken for
cervixsjukdom hos HPV-positiva kvinnor jamfért med HPV-negativa kvinnor.

ANALYTISK KANSLIGHET

En icke-klinisk panel av klonat HPV-plasmid-DNA testades for att faststalla om var och en av de 18 HPV-
typerna kan detekteras med digene HC2 HPV DNA-testet och for att faststélla analysens kanslighet for
var och en av HPV-typerna. Varje koncentration av mal-HPV (100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/ml,
0,5 pg/ml och 0,2 pg/ml) fér var och en av de 18 HPV DNA-typerna (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68) kordes i triplikat med lagrisk-HPV-prob eller hdgrisk-HPV-prob, sasom
lampligt. Medelsignal i RLU for varje koncentration av varje HPV-typ berdknades och jamférdes med den
positiva kalibratorn fér den ldmpliga sidan av analysen.

Detektionsgransen for varje HPV-typ i STM visas i tabell 14. Detektionsgréanserna varierade fran

0,62 pg/ml till 1,39 pg/ml beroende pa den testade HPV-typen. Alla HPV-typer kunde detekteras vid en
berdknad koncentration av 1,09 pg av HPV DNA-mal per 1 ml prover i STM-prover. Medelvardet for
detektionsgransen for alla 18 HPV DNA-typerna var 1,09 pg/ml med en standardavvikelse pa 0,05.
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Tabell 14
Sammanfattning av detekterbara granser i digene HC2 HPV DNA-test
for kansligheten av varje HPV DNA-typ i STM

HPV DNA Detekterbar HPV DNA Standard 95 % konfidens

typ koncentration (pg/ml) avvikelse intervall
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
Medel (alla 1,09 0,05 0,97-1,27

typer)

PRESTANDA FOR KOMBINERAD PROBBLANDNING (CPC)

Samma icke-kliniska HPV-plasmid-DNA-panel som beskrivs ovan testades for att faststalla den analytiska
kansligheten for var och en av de 18 HPV-typerna i digene HC2 HPV DNA-testet efter protokollet for den
kombinerade probblandningen (CPC) som beskrivs i den har bilagan. CPC-protokollets analytiska
kanslighet varierade fran 0,58 pg/ml till 1,39 pg/ml och alla HPV-typer kunde detekteras vid en berdknad
niva pa 0,95 pg/ml av HPV DNA-mal per 1 ml prov. Medelvardet for detektionsgransen for alla 18 HPV
DNA-typerna var 0,95 pg/ml med en standardavvikelse pa 0,07. Denna kanslighet ar ekvivalent med den
analytiska kanslighet som finns i dubbelprobsmetoden i digene HC2 HPV DNA-testet.

EKVIVALENS MELLAN STM- OCH PRESERVCYT-LOSNINGSPROVER

Ekvivalens mellan STM- och PreservCyt-lésningsprover undersoktes for likvardig utvinning av HPV 18-
DNA fran cirka 10° positiva HeLa-celler som innehdll integrerade HPV 18-genom som tillsattes till STM
och till en pool med negativa celler i PreservCyt-l0sning. Varje provtyp bearbetades enligt deras
respektive Berednings-/denatureringsprocedurer sd som beskrivs i bruksanvisningarna, och testades
med digene HC2 HPV DNA-testet genom att anvanda hogrisk-HPV-prob. Resultaten visade att utvinning
av HPV 18-DNA fran humana cancerceller ar ekvivalent for de tva medierna och att beredningen av
PreservCyt-l6sningen inte paverkar den analytiska kansligheten for digene HC2 HPV DNA-testet.

KORRELATION MELLAN RESULTAT AV SUREPATH-PROVER OCH STM-PROVER | EN KLINISK
POPULATION

En Klinisk utvardering i tva faser utférdes pa 6 provtagningskliniker och 3 testkliniker inom USA. Patienter
som besokte kliniker for sexuellt dverférbara sjukdomar, kliniker for obstetrik/gynekologi, kliniker for
kolposkopi, sjukhus eller familjeplaneringskliniker var kvalificerade for rekrytering enligt i forvag faststallda
inklusions- och exklusionskriterier. Till genomférbarhetsfasen, avsedd att faststélla ett [ampligt cutoff-
varde for digene HC2 High-Risk HPV DNA-analysen fér anvandning med SurePath-prover, rekryterades
cirka 400 patienter. Den kliniska valideringsfasen, till vilken cirka 1 500 patienter rekryterades for att
validera det valda cutoff-vardet for analysen, bérjade efter det att en interimistisk analys av
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genomforbarheten visat att ett cutoff-varde av analysen pa 1,0 RLU/CO med anvandning av SurePath-
prover producerade acceptabel 6verensstammelse med STM-provresultat.

| bada utvarderingsfaserna erholls parade SurePath- och STM-cervixprover fran varje deltagande kvinna.
SurePath-provet skickades sedan till ett cytologilaboratorium fér objektglasberedning. Efter cytologisk
beredning testades det aterstaende SurePath-provet och det motsvarande STM-provet med digene HC2
High-Risk HPV DNA-testet med ett cutoff-varde av analysen pa 1,0 RLU/CO.

Tabell 15 ger korrelationen mellan SurePath-resultat och parade STM-prov som observeras i de slutliga
resultaten som passar for dataanalys fran den totala deltagande populationen.

. Tabell 15
Overensstammelse mellan SurePath-resultat och STM
(alla aldrar och cytologisk klassifikation)

(n = 1490)
Positiv 6verensstammelse % Negativ 6verensstimmelse %
95 % Ki 95 % Ki
(n/N) n/N)
Hogt positivt Lagt negativt
Alla positiva subset Alla negativa subset
(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) (1011/1061) (1002/1044)

Dessa resultat forutspar att den relativa analyskansligheten och -specificiteten for anvandning av
SurePath’prover har en hdg korrelation med resultaten som erhalls vid anvandning av STM-provtypen
vilket belaggs genom den lagre gransen for det 95-procentiga konfidensintervallet for bade positiv och
negativ dverensstammelse.

REPRODUCERBARHET

En multicenter-reproducerbarhetsstudie utfordes for att faststalla reproducerbarheten mellan dagar,
mellan laboratorier och totalt fér digene HC2 HPV DNA-testet med anvandning av en panel av HPV-DNA-
mal och HPV-positiva och HPV-negativa kliniska prover.

Tre externa laboratorier utférde testningen med samma lot av digene HC2 HPV DNA Test-kit pa 3 olika
dagar med en identisk reproducerbarhetspanel. Reproducerbarhetspanelen innehdll féljande prover:
12 pooler med denaturerade, kliniska prover i STM; tre pooler med odenaturerade, kliniska prover i
PreservCyt-ldsning och negativa och positiva kalibratorer for lagrisk och hogrisk med koncentrationer pa
0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml och 10 pg/ml. Alla panelprover testades varje dag i triplikat med
bade hogrisk-HPV-prob- och CPC-metoder. Resultaten visas i tabell 16.
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Tabell 16
Sammanfattning av den 6vergripande statistiken for
multicenter-reproducerbarhet av digene HC2 HPV DNA-test

Kombinerade

Statistiskt ” Kombinerad resultat for
matt HOGRISK-HPV-PROB probblandning (CPC) hégrisk-HPV-prob
och cPC’
Andelen
forvantade positiva 99,8 %
100 % ' 99,9 %
med gt_t observerat (99,0-100,0) (98,92-100,0) (99,38-100,0)
positivt resultat
Andelen
. . o
foérvantade negativa 99.0 % 98,9 % 99.0 %

med ett observerat
negativt resultat

(96,79-99,77)

(97,49-99,73) (97,88-99,58)

99,5 %

5 N 99,5 % 99,5 %
Overensstammelse (98,70-99,86) (98,70-99,86) (99,0-99,78)
Kappa 0,990 0,989 0,990

*Nummer inom parentes indikerar 95 % konfidensintervall. Totala data ar en kombination av alla kérningar
vid alla laboratorier.

Detta indikerar att reproducerbarheten for digene HC2 HPV DNA-testet med kliniska prover insamlade
med STM ar mycket god.
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KORSREAKTIVITET

KORSREAKTIVITETSPANEL

Ett batteri av bakterier, virus och plasmider som férekommer allmant i kvinnans anogenitala kanal, liksom
en samling av kutanotropa HPV-typer for vilka det fanns tillgéngliga kloner, analyserades for faststallande
av om det skulle uppsta en korsreaktivitet med HPV-prober som anvands i digene HC2 HPV DNA-testet.
Alla mikroorganismer analyserades vid koncentrationer pa 1 x 10° och 1 x 10 organismer per ml. Renade
DNA av virus och plasmider analyserades vid en koncentration pa 4 ng/ml.

De bakterier som testades anges nedan. Alla bakterier som har testats negativt i digene HC2 HPV DNA-
testet.

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 or 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-stam)
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

* Bade E. coli-stammen som anvandes for att odla plasmider (HB101) och ett kliniskt isolat av E. coli
analyserades.

Nedan anges de virus- eller plasmid-DNA eller humanserum som testades:

Adenovirus 2 Humant papillomavirus typ 1
Cytomegalovirus Humant papillomavirus typ 2
Epstein-Barr-virus Humant papillomavirus typ 3
Hepatit B-ytantigenpositivt serum Humant papillomavirus typ 4
Herpes Simplex | Humant papillomavirus typ 5
Herpes Simplex Il Humant papillomavirus typ 8
Humant immunbristvirus (HIV, RT DNA) Humant papillomavirus typ 13
Simian-virus typ 40 (SV40) Humant papillomavirus typ 30
pBR322

De enda virus eller plasmider som visade korsreaktivitet i digene HC2 HPV DNA-testet var HPV typ 13
och plasmid pBR322. HPV 13 DNA reagerade endast med lagrisk-HPV-prob. HPV 13 upptacks ofta i
lesioner pa lapparna hos vissa etniska grupper, men har inte upptackts i anogenitalkanalen.29
Korsreaktivitet som observeras mellan HPV 13 och digene HC2 HPV DNA-testets lagrisk-HPV-prob
forvantas darfor inte orsaka ett kliniskt forvirrande resultat for anogenitala prover. Korsreaktivitet mellan
pBR322 och digene HC2 HPV DNA-testets lagrisk- och hogrisk-HPV-prober ar inte ovantad eftersom det
ar svart att avlagsna allt vektor pBR322-DNA vid isolering av HPV-insatsen. Férekomsten av pBR322-
homologa sekvenser har rapporterats i humana genitalprover och falskt positiva resultat skulle kunna
férekomma i narvaro av hdga nivaer av bakteriell plasmid.298 kliniska prover som testades positiva med
digene HC2 HPV DNA-testets lagrisk- och hogrisk-HPV-prober visade emellertid inga positiva resultat pa
grund av pBR322 nar de testades med en pBR322-prob.Sannolikheten for ett falskt positivt resultat med
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digene HC2 HPV DNA-testet pa grund av homologa pBR322-sekvenser i kliniska prover forefaller alltsa
vara lag.

KORSHYBRIDISERING

Var och en av de 18 HPV-typerna testades med bade lagrisk- och hogrisk-HPV-prober med HPV DNA-
koncentrationer pa 4 ng/ml. Alla mal-HPV forvantades vara positiva med ldmplig probgrupp medan inget
av proverna foérvantades vara positiva med den motsatta probgruppen. Den héar studien visade att
korshybridisering sker i liten utstrackning mellan HPV-typerna 6 och 42 (lagrisk HPV-typer) och
hégriskprobgruppen (hogrisk-HPV-prob). Prover med hdga koncentrationer (4 ng/ml eller hdgre) av
HPV 6 eller HPV 42 DNA kan vara positiva med bagge probgrupperna. Den kliniska betydelsen av detta
ar att patienter med 4 ng/ml eller hogre av HPV 6 eller HPV 42 DNA kanske remitteras till kolposkopi.

Dessutom har det visats att hogrisk-HPV-proben korsreagerar med HPV-typ 40, 53 och 66. Dessa typer
ar sallsynta, och det finns inte tillracklig evidens for att faststélla den exakta korrelationen mellan infektion
med dessa typer och utvecklingen av héggradig sjukdom®. Patienter med prover som innehaller hoga
nivaer av dessa HPV DNA-typer kan felaktigt bli remitterade till kolposkopi. Det finns aven rapporter i
litteraturen om att komplexa prober som ar likartade med de som anvands i detta test kan orsaka falskt
positiva resultat pa grund av korshybridisering med HPV-typ 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 eller
MM9.” Aven om flera av dessa HPV-typer ar sallsynta eller nya typer som séllan traffas pa vid héggradig
sjukdom, kan patienter vilkas prover innehaller hdga nivaer av dessa HPV-DNA-typer felaktigt bl
remitterade till kolposkopi.

EFFEKT AV BLOD OCH ANDRA SUBSTANSER PA STM-PROVER

Effekten av blod och andra potentiellt strande definierade eller odefinierade substanser utvarderades i
digene HC2 HPV DNA-testet. Helblod, slidskéljningsvatska, svampdddande krdm och spermiedédande
medel (substanser som ofta aterfinns i cervixprover) tillsattes till STM-negativa och -positiva prover
(kliniska provpooler och icke-kliniska prover) vid koncentrationer som kan finnas i cervixprover. Inga falskt
positiva resultat observerades med nagon av de fyra substanserna vid nagon koncentration. Emellertid
kan falskt negativa resultat rapporteras for kliniska prover med HPV DNA-koncentrationer nara analysens
positiva cutoff (1 pg/ml) om héga koncentrationer av svampdddande krdm eller preventivmedelskram ar
narvarande. Det ar emellertid osannolikt att ett kliniskt prov bestar nastan helt och hallet av en av dessa
substanser eftersom cervix rengoérs rutinmassigt innan provtagning for pap smear och HPV-testning gors.

EFFEKT AV BLOD OCH ANDRA SUBSTANSER PA PRESERVCYT-LOSNINGSPROVER

Effekten av blod och andra potentiellt stérande definierade eller odefinierade substanser som potentiellt
finns i kliniska prover i PreservCyt-I6sning utvarderades i digene HC2 HPV DNA-testet. Helblod,
slidskoljningsvatska, svampdddande kram och spermiedédande medel (substanser som ofta aterfinns i
cervixprover) tillsattes till pooler med PreservCyt-negativa och -positiva kliniska prover vid koncentrationer
som kan finnas i cervixprover. Inga falskt positiva eller falskt negativa resultat observerades med nagon
av de fyra substanserna vid nagon koncentration. Dessutom hammas inte detektionen av HPV-DNA med
digene HC2 HPV DNA-testet av substanser som ingar naturligt i vissa kliniska prover.

REPRODUCERBARHETEN FOR digene HC2 HPV DNA-TESTET MED KLINISKA PROVER
INSAMLADE | STM

Reproducerbarheten for digene HC2 HPV DNA-testet med kliniska prover insamlade i STM faststalldes i
en studie med 20 kliniska pooler (10 positiva och 10 negativa) beredda genom att kombinera tidigare
denaturerade och testade cervixborstprover insamlade med STM. Prover testades i replikat om fyra pa
var och en av fem dagar for totalt 20 replikat per prov. Testning utférdes med metoden fér kombinerad
probblandning. Medelvarden, standardavvikelser och 95 % konfidensintervaller runt medelvarden (Kl)
beraknades for varje prov per dag under fem dagar. Vardena visas i tabell 17.
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Tabell 17
Medelvarde for RLU/CO med konfidensintervall och procent positivt
(medel-RLU/CO i fallande ordning)

Prov Medelvarde
o .
Antal ID RLU/CO Cl % positivt
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)

For de fem proverna med ett medelvarde for RLU/CO pa 20 % eller mer 6ver cutoff-vardet (nr 1-5), var
100 av 100 replikat (100,0 %) positiva. Fér de fem proverna med ett medelvarde for RLU/CO inom 20 %
over eller under analysens cutoff-varde (nr 6—10), var 60 av 100 (60 %) av replikaten positiva och 40 av
100 (40 %) var negativa. For de 10 proverna med ett medelvarde for RLU/CO vid mer an 20 % under
analysens cutoff-varde, var 200 av 200 replikat (100 %) negativa.

Séaledes var prover med ett medelvarde for RLU/CO pa 20 % eller mer 6ver cutoff-vardet positiva 100 %
av tiden medan prover med ett medelvarde fér RLU/CO pa 20 % eller mer under cutoff-vardet var
negativa 100 % av tiden. Detta indikerar att prover med ett medelvarde pa 20 % eller mer fran cutoff-
vardet kan forvantas att ge konsekventa resultat. Prover som var nara cutoff-vardet gav ungefar lika
manga positiva som negativa resultat. Dessa data visar att prover i STM ger reproducerbara resultat med
digene HC2 HPV DNA-testet.

REPRODUCERBARHETEN FOR digene HC2 HPV DNA-TEST MED KLINISKA PROVER INSAMLADE
MED PRESERVCYT-LOSNING

Reproducerbarheten fér digene HC2 HPV DNA-testet med kliniska prover som samlats in med
PreservCyt-l6sning faststalldes i en studie som anvande 24 simulerade prover med en koncentration som
stracker sig 6ver ett intervall av HPV-DNA-koncentrationer. Prover bestod av PreservCyt-I6sning och vita
blodceller, med och utan HPV 16 plasmid-innehallande bakterier.

Proverna testades med fyra replikat dagligen i fem dagar med totalt 20 replikat per prov. Pa var och en av
de fem dagarna i studien bereddes och testades en alikvot om 8 ml fran varje prov enligt
bruksanvisningen till digene HC2 Sample Conversion-kitet genom att enbart anvanda hogrisk-HPV-prob.
Medelvarden, standardavvikelser och 95 % konfidensintervall (Kl) berdknades for varje prov per dag och
under fem dagar och replikat. Medelvardet for RLU/CO, konfidensintervallet runt medelvardet och procent
positiva replikat visas i tabell 18 fér varje prov i fallande ordning baserat pa medelvardet for RLU/CO.
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Tabell 18
Medelvarde for RLU/CO med konfidensintervall och procent positivt
(medel-RLU/CO i fallande ordning)

Prov Medelvarde
o .
Antal nr RLU/CO Cl % positivt
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)

For de sex proverna med ett medelvarde for RLU/CO vid 20 % eller mer éver cutoff-vardet (nr 1-6), var
114 av 120 replikat (95,0 %) positiva. For de sju proverna med ett medelvarde fér RLU/CO inom 20 %
Over eller under analysens cutoff-varde (nr 7-13), var 88 av 139 (63,3 %) av replikaten positiva och 51 av
139 (36,7 %) var negativa. For de fyra proverna inom 10 % &ver eller under cutoff (nr 10-13) var 41 av 79
(51,9 %) av replikaten positiva och 38 (48,1 %) var negativa. For de 11 proverna med ett medelvarde for
RLU/CO vid mer an 20 % under analysens cutoff-varde, var 220 av 220 replikat (100 %) negativa.

Saledes var prover med ett medelvarde for RLU/CO péa 20 % eller mer dver cutoff-vardet positiva 95 % av
tiden medan prover med ett medelvarde fér RLU/CO pa 20 % eller mer under cutoff-vardet var negativa
100 % av tiden. Detta indikerar att prover med ett medelvarde pa 20 % eller mer fran cutoff-vardet kan
forvantas att ge konsekventa resultat. Prover som var nara cutoff-vardet gav ungefar lika manga positiva
som negativa resultat. Dessa data visar att prover i PreservCyt-I6sning ger reproducerbara resultat med
digene HC2 HPV DNA-testet.

REPRODUCERBARHETEN FOR digene HC2 HIGH-RISK HPV DNA-TEST MED PROVER
INSAMLADE MED SUREPATH-KONSERVERINGSVATSKA

Utvarderingar av reproducerbarheten utfordes for att underséka mojligheten for tre olika laboratorier att
erhélla ett liknande diagnostiskt resultat under olika dagar och i olika kdrningar med en identisk
uppséttning av prover med kand positiv/negativ HPV-status vid anvandning av en analyscutoff pa 1,0
RLU/CO. Provpanelen for reproducerbarhet bestod av fem HPV-positiva prover, tva prover med HPV
DNA-koncentrationer nara analyscutoff och fem negativa HPV-prover.
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Panelmedlemmar bereddes genom att kombinera unika SurePath-patientprover med en kand negativ och
positiv HPV-status for att erhalla de 6nskade malvardena for RLU/CO. Varje panelmedlem testades
dubbelt, tva ganger varje dag under en period av fem dagar vid de tre deltagande laboratorium.

Tabell 19
Reproducerbarhetsstudie SurePath-prover
Kvalitativa resultat efter panelmediem

Panelmedlem | Medelvarde Forvantat HPV-positivt HPV-negativt
for RLU/CO resultat n (%) n (%)
1 0,20 negativt 0(0) 60 (100)
2 0,21 negativt 0(0) 60 (100)
3 0,22 negativt 0(0) 60 (100)
4 0,28 negativt 2 (3,3) 58 (96,7)
5 0,36 negativt 2(3,3) 58 (96,7)
6 0,83 negativt 13 (21,7) 47 (78,3)
7 1,17 positivt 26 (43,3) 34 (56,7)
8 19,47 positivt 60 (100) 0(0)
9 25,65 positivt 60 (100) 0(0)
10 81,52 positivt 60 (100) 0(0)
11 154,18 positivt 60 (100) 0(0)
12 765,29 positivt 60 (100) 0(0)

REPRODUCERBARHET FOR SUREPATH-RESULTAT NAR RAPID CAPTURE SYSTEM ANVANDS
FOR ANALYSBEARBETNING

Reproducerbarheten fér SurePath-provresultat vid anvandning av Rapid Capture System for
analysbearbetning jamfort med resultat som erhdlls vid anvandning av manuell analysbearbetning. Tva
jamférande tester utférdes pa separata alikvoter av samma bearbetade prov.

. Tabell 20
Overensstimmelse mellan SurePath-resultat inom prov och RCS
(RCS kontra manuell analys)

Positiv 6verensstimmelse % Negativ 6verensstammelse %

95 % Ki 95 % Ki
(n/N) n/N)
Hogt positivt Lagt negativt
Alla positiva subset Alla negativa subset
(RLU/CO 2 2,5) RLU/CO (< 0,80)
99,0 100 97,7 98,7
417/421 375/375 1057/1079 1050/1064
97,6, 99,7 99,0, 100 96,9, 98,7 97,8, 99,28
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PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Fér in vitro-diagnostisk anvandning

Se anviéndarhandboken fér Rapid Capture System for ytterligare begransningar av proceduren
som ar specifika for anvandningen av det systemet for testning av stora provvolymer.

digene HC2 HPV DNA-testet for humant papillomavirus typ 6, 11,16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43,
44 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68 rekommenderas inte fér beddmning av misstankta sexuella
overgrepp.

Prevalensen av HPV-infektioner i en population kan paverka specificiteten. Positiva prediktiva
varden minskar nar man testar populationer med lag prevalens eller individer utan risk for
infektion.

Ett negativt resultat utesluter inte méjligheten av en HPV-infektion da en mycket lag
infektionsniva eller provtagningsfel kan ge falskt negativa resultat.

digene HC2 HPV DNA-test sarskiljer mellan tva grupper av HPV-typer: HPV 6/11/42/43/44 och
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Det sarskiljer inte mellan de olika virustyperna inom
dessa grupper.

digene HC2 HPV DNA-testet kan endast anvandas med cervixprover som tagits med digene HC2
DNA Collection Device, med biopsier som samlats in i STM eller med cervikala prover som tagits
med en provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel och sedan placerats i
PreservCyt-16sning eller cervikala prover som tagits i SurePath-konserveringsvatska.
Biopsiprover kan endast analyseras om de omedelbart placeras i STM och forvaras vid -20 °C Hill
dess att analysen utfors.

digene HC2 DNA Collection Device ska inte anvandas vid provtagning pa gravida kvinnor.

Infektion med HPV ar inte en definitiv indikator pa narvaro av hdggradig cervixsjukdom, inte heller
innebar det att alla fall utvecklar héggradig sjukdom eller cancer.

Det forekommer en viss korshybridisering mellan HPV-typ 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 56, MM4,
MM7, MM8 och MM9 och hogrisk-HPV-proben. Patienter med prover som innehaller héga
koncentrationer av dessa HPV-typer kan felaktigt remitteras till kolposkopi.38

digene HC2 HPV DNA-testet ar utformat for att detektera hégrisk-HPV-typer, inklusive 39, 58, 59
och 68. Analytiska studier, utférda av QIAGEN, med klonat plasmid-DNA fran HPV visar att
denna analys detekterar dessa typer vid koncentrationer mellan 0,62 pg/ml och 1,39 pg/ml. Detta
ar ekvivalent med detektionsegenskaperna for de andra HPV-typerna som detekteras av digene
HC2 HPV DNA-testet. QIAGEN kunde validera detektionen av dessa HPV-typer hos endast ett
begransat antal kliniska prover. Eftersom den laga prevalensen for dessa typer i befolkningen i
allméanhet (sasom visats av Bosch et. AI36.), har prestandaegenskaperna for digene HC2 HPV
DNA-testet for detektionen av HPV-typ 39, 58, 59 och 68 inte bekraftats statistiskt.

Om hoga koncentrationer av svampdddande kram, preventivmedelskram eller skoljvatska ar
narvarande nar provtagning for HPV-testning sker och proverna innehaller HPV DNA-
koncentrationer som ger RLU/CO-varden néra analysens cutoff sa kan sannolikt falskt negativa
resultat erhallas.

Korsreaktivitet mellan bade digene HC2 HPV DNA Test-proben och plasmiden pBR322 ar majlig.
Foérekomsten av pBR322-homologa sekvenser har rapporterats i humana genitalprover och falskt
positiva resultat skulle kunna férekomma i narvaro av héga nivaer av bakteriell plasmid.
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FELSOKNINGSHANDBOK

Observation

Troliga orsaker

Loésningar

Felaktig eller ingen
fargforandring
observeras under
denaturering.

Denatureringsreagens inte beredd pa ratt
satt eller

Denatureringsreagens inte tillsatt

Prov innehaller blod eller andra material
som maskerar fargférandringen.

Provets pH kan vara ovanligt surt.

Kontrollera att denatureringsreagensen innehaller indikatorfargen och har
en morklila farg.

Kontrollera att denatureringsreagensen har tillsatts till provet genom att
méata provets volym (ska vara 1,5 ml). Om volymen indikerar att
denatureringsreagens inte har tillsatts ska du tillsatta 1mplig méangd,
blanda och fortsatta med analysen om den ratta fargférandringen
observeras.

Den exakta fargférandringen som beskrivs vantas inte ske med dessa
provtyper; digene HC2 HPV DNA Test-resultat ska inte paverkas negativt.

Om ingen av dessa orsaker stammer, kan provet vara ovanligt surt, vilket
gor att den vantade fargférandringen inte intraffar. Ta ett nytt prov innan du
applicerar attiksyra i cervix eftersom ett olampligt prov-pH paverkar
testresultaten negativt.

Kvalitetskontrollerna
ger felaktiga resultat

Felaktigt val av programvaruprotokoll for
testet (tex. CPC-protokoll har anvants for
dubbelmetoden).

Omvand placering av QC1-LR och QC2-
HR

Omvand placering av LRC och QC1-LR
och/eller HRC och QC1-HR.

Om programvaruprotokollet ar fel for det test som utfors ska plattan lasas
igen, inom 30 minuter efter tillsattning av detektionsreagens 2, med
korrekt protokoll.

Testa proverna igen.

Testa proverna igen.

Felaktig
fargforandring
observerad under
hybridisering.

Otillrécklig blandning av probblandning

med denaturerade kalibratorer, kontroller
och/eller prover; eller probblandning inte
tillsatt; eller felaktig reagensvolym tillsatt.

Prov innehaller blod eller andra material
som maskerar fargférandringen.

Provet hade < 1 000 ul STM.

Skaka hybridiseringsmikrotiterplattan eller stallet fér mikroror i ytterligare
tva minuter. Om det finns brunnar som fortfarande &r lila, ska du tillsatta
ytterligare 25 pl av 1amplig probblandning och blanda val. Om korrekt
fargférandring inte sker nar prob tillsatts och omblandats och provet inte
innehaller blod eller andra material ska provet testas igen.

Den exakta fargférandringen som beskrivs vantas inte ske med dessa
provtyper; digene HC2 HPV DNA Test-resultat ska inte paverkas negativt.

Kontrollera originalprovets volym. Volymen ska vara 1 350 pl £+ 20 pl (efter
det att 75 pl har tagits bort for 1ag- och hégrisk-HPV-proberna). Om
volymen &r < 1 350 pl, innehdll originalprovet < 1 000 pl STM. Ta ett nytt
prov.
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Observation

Troliga orsaker

Loésningar

Analysen klarar inte
valideringskriterierna.
Ingen signal
observeras i
kalibratorer,
kvalitetskontroller
eller i prover.

Ingen prob tillsatt till probspadning.

Prob kontaminerad med RNas vid
beredning.

Otillrécklig blandning av prob och
spadningsvatska for prob.

Otillracklig blandning av spadd prob och
denaturerat prov.

Felaktig tid eller temperatur under
hybridiseringssteget.

Otillrécklig blandning under
infangningssteget.

Omvanda

prober/probblandningar/hybridiseringsror.

Det gar inte att 1agga till ratt mangd
detektionsreagens 1 eller att inkubera en
specifik tid.

Det gar inte att 1agga till ratt mangd
detektionsreagens 2 eller att inkubera en
specifik tid.

Fel pa luminometern eller felaktig
programmering.

Bered probblandningar sa som beskrivs i denna bruksanvisning. Mark
réren noga.

Anvand pipettspetsar med aerosolfilter for att pipettera prob och anvand
handskar. Anvand endast rena, nya reagensbehallare for engangsbruk.

Nar proben har tillsatts till probspadningsvatskan ska den vortexblandas
noga pa hdg hastighet i minst 5 sekunder. Det ska bildas en synlig virvel.

Efter att ha tillsatt probblandning och prov till varje brunn eller mikrorér pa
hybridiseringsmikrotiterplatta ska skakning utféras pa Rotary Shaker |
med 1 100 £ 100 varv/min i 3 + 2 minuter. Kontrollera fargférandringen
fran lila till gult i varje rér/mikrotiterplattsbrunn.

Hybridisera i 60 + 5 minuter vid 65 + 2 °C. Kontrollera temperaturen pa
Microplate Heater | eller vattenbadet. Kontrollera att Microplate Heater |
eller vattenbadet ar installt pa att varma upp prover till ratt temperatur och
ar forvarmda i 60 minuter fére anvandning. Kontrollera att vattennivan ar
tillracklig for att varma upp prover till ratt temperatur. Vattenbad ska
kalibreras regelbundet.

Skaka pa Rotary Shaker |i 60 + 5 minuter vid 20-25 °C sa som beskrivs i
denna bruksanvisning. Verifiera Rotary Shaker |-hastigheten med en
kalibrering, som beskrivs i avsnittet Kalibrering av skakarens hastighet i
anvéndarhandboken fér Rotary Shaker I.

Bered probblandningarna noggrant och mark darefter
probblandningsréren. Var noggrann med att tillsatta ratt prob till ratt sats
hybridiseringsrér. Mark probblandningsrér, hybridiseringsror och/eller stall
for att minimera risken for férvaxling.

Pipettera 75 pl av detektionsreagens 1 i varje brunn med en 8-
kanalspipett. Inkubera vid 20-25 °C under 30—-45 minuter.

Pipettera 75 pl av detektionsreagens 2 i varje brunn med en 8-
kanalspipett. Inkubera vid 20-25 °C under 15 till 30 minuter.

Se den tillampliga anvandarhandboken for ytterligare anvisningar eller ring
en lokal representant for QIAGEN.
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Observation

Troliga orsaker

Loésningar

Forhojda RLU-vérden
i kalibrator,
kvalitetskontroller
och/eller prover
(=200 RLU i manga
eller alla
brunnar).Analysen
kanske inte klarar

valideringskriterierna.

Denatureringsreagens &r inte tillsatt; eller
felaktig reagensvolym tillsattes; eller
ofillracklig blandning av
denatureringsreagens med prover eller
kalibratorer.

Ljuslackage i luminometern.
Dérren inte forseglad.
Férseglingen runt dérren bruten.

Kontaminering av detektionsreagens 2
eller brunnar pa infangstmikrotiterplatta
med detektionsreagens 1 eller exogent
alkaliskt fosfatas.

Kontaminerad tvattbuffert.

Kontaminerad Automated Plate Washer
Otillracklig tvattning av brunnar pa
infangningsmikrotiterplattan efter
inkubation med detektionsreagens 1.
Brunnar pa mikrotiterplattan
kontaminerade med

detektionsreagens 1.

Torkning av hybridiseringslésning inom
samma omrade pa Kimtowels-torkar eller

liknande luddfria pappershanddukar

Anvant felaktiga torkdukar.

Kontrollera att den repeterande pipetten tillfér ratt mangd innan du
tillsatter denatureringsreagens. Det &r vasentligt att pipetter ar
kalibrerade. Tillsatt ytterligare en halv volym denatureringsreagens till
varje ror och blanda val. Undvik falskt positiva resultat genom att
sakerstélla att vatskan tvattar hela insidan av roret. Kalibratorer,
kvalitetskontroller och prover ska bli lila efter tillsats av
denatureringsreagens.

Kontrollera luminometerns backgrundssignal genom att Idsa av en tom
mikrotiterplatta. En avlasning stérre an 50 RLU indikerar ljuslackage. Se
tillamplig anvéndarhandbok for ytterligare anvisningar eller ring en lokal
representant for QIAGEN.

Se kontaminationskontrollen i det har felsdkningsavsnittet.

Se kontaminationskontrollen i det har felsékningsavsnittet.

Se kontaminationskontrollen i det har felsdkningsavsnittet.

Tvatta brunnarna pa mikrotiterplattan val med tvattbuffert 6 ganger,
antingen genom att 6verfléda brunnarna varje gang eller anvanda
Automated Plate Washer. Det ska inte synas nagra rester av rosa vatska
i brunnarna efter tvatten. Se anvdndarhandboken for Automated Plate
Washer for anvisningar om testning avseende kontaminering eller
funktionsfel.

Kontrollera att alla arbetsytor ar rena och torra. Var forsiktig nar du

anvander detektionsreagens 1. Undvik aerosoler.

Torka inte av igen pa samma omrade av Kimtowels-torkarna eller liknande
luddfria pappershanddukar som anvants tidigare.

Anvand Kimtowels-torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar fér
torkning.
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Observation

Troliga orsaker

Loésningar

Laga PC/NC-kvoter
eller stort antal av
lagt positiva prover
med kvoter pa < 2,0
(> 20 %). Analysen
kanske inte klarar
valideringskriterierna.

Otillrécklig provberedning.

Prob otillrackligt blandad eller for litet
prob tillsatt till analysen.

Otillrécklig volym av spadd prob tillsatt till
varje hybridiseringsmikroror.

Ingen aktivitet hos detektionsreagens 1.

Otillracklig infangning.

Otillracklig tvatt.

Kontaminerad tvattbuffert.

Tillsatt ratt volym detektionsreagens och blanda noggrant med
vortexblandning. Undvik falskt positiva resultat genom att sakerstalla att
vatskan tvattar hela insidan av réret. For prover i PreservCyt-l6sning
maste du se till att tillracklig blandning och resuspension av cellpelleten
slutférs fore denatureringsinkubation. Se bruksanvisningen for digene
HC2 Sample Conversion-kit for information om protokollet. En tydlig
fargférandring fran genomskinligt till morkt lila ska observeras. Inkubera i
45 + 5 minuter vid 65 + 2 °C.

Bered probblandningarna enligt anvisningarna. Blanda noga med
vortexblandning och se till att det bildas en synlig virvel. Probblandningar
ska tillsattas till ror med en volymetrisk pipett eller en pipett med flera
kanaler for att sakerstélla ratt tillforsel.

Kontrollera att 8-kanalspipetten tillfor ratt mangd innan du tillsatter
probblandning till hybridiseringsmikrotiterplattan eller -mikroréren. Tillsatt
25 pl probblandning till varje brunn pa mikrotiterplattan eller mikrorér som
innehaller denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller och kliniska
prover. Kontrollera att 8-kanalspipetten tillfor ratt mangd innan du tillsatter
probblandning till brunnarna pa hybridiseringsmikrotiterplattan.
Fargférandringen ska ga fran morklila till gult efter tillsats och noggrann
blandning av probblandningen. Prover i PreservCyt-1dsning ska bli rosa
istallet for gula.

Detektionsreagens 1 ska férvaras vid 2-8 °C. Anvand fore det
utgadngsdatum som anges pa kitets ytterkartong.

Infangningssteget ska utféras med en Rotary Shaker | installd pa 1 100
+ 100 varv/min. Validera skakarens hastighet genom kalibrering.

Tvatta brunnarna pa mikrotiterplattan val med tvattbuffert sex ganger,
antingen genom att 6verfléda brunnarna varje gang eller anvanda
Automated Plate Washer.

Se kontaminationskontrollen i det har felsékningsavsnittet.

Serie av positiva
prover med ungefar
samma RLU-vdrden

Kontaminering av brunnar pa
infangningsmikroplattan under analysens
manipulation.

Kontaminering av detektionsreagens 2.

Funktionsfel i Automated Plate Washer

Tack alltid infangstmikrotiterplatta vid alla inkubationer Undvik att
exponera ror for aerosolkontamination medan analysen utférs. Anvand
puderfria handskar under manipulationer.

Var forsiktig sa att reagenset inte kontamineras vid pipettering av
detektionsreagens 2 till brunnarna pa infangstmikrotiterplattan. Undvik
kontaminering av detektionsreagens 2 med aerosoler fran
detektionsreagens 1 eller med laboratoriedamm osv.

Se kontaminationskontrollen i det héar felsékningsavsnittet eller se
anvéndarhandboken Automated Plate Washer f6r anvisningar om testning
avseende kontamination eller funktionsfel.

Stort %CV mellan
replikat.

Felaktig pipettering.

Otillrécklig blandning.

Ofullstéandig 6verforing av vatska fran
hybridiseringsmikrorér till brunnar pa
infangstmikrotiterplatta.

Felaktiga tvattférhallanden.

Brunnar pa mikrotiterplattan

kontaminerade med detektionsreagens 1.

Kontrollera att pipetten verkligen tillfor reproducerbara volymer. Kalibrera
pipetter rutinmassigt.

Blanda noga vid alla steg. Vortexblanda fére denatureringsinkubation och
efter tillsats av probblandning. Kontrollera att en synlig virvel bildas.

Kontrollera att reproducerbara volymer 6verfors under éverféringssteget
fran brunnarna pa hybridiseringsmikrotiterplattan eller
hybridiseringsmikroréren till brunnarna pa infangningsmikrotiterplattan.

Tvatta brunnarna pa mikrotiterplattan val med tvattbuffert sex ganger,
antingen genom att 6verfléda brunnarna varje gang eller anvanda
Automated Plate Washer och korrekta Automated Plate Washer-protokoll.

Kontrollera att alla arbetsytor &r rena och torra. Var forsiktig nar
detektionsreagens 1 anvands. Undvik aerosoler.
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Observation

Troliga orsaker

Loésningar

Falskt positiva
resultat fran kdnda
negativa prover.

Detektionsreagens 2 kontaminerad.

Brunnar pa mikrotiterplattan
kontaminerade med
detektionsreagens 1.

Avtorkning pa samma omrade, over flera
rader, pa Kimtowels torkdukar eller
liknande luddfria pappershanddukar.

Otillrécklig provberedning.

Felaktiga tvattférhallanden.

Kontaminering av pipettspetsen med
odenaturerat material vid éverforing av
denaturerat prov till mikroror eller brunn pa
mikrotiterplatta som anvéands for
hybridisering av HPV-proben.

Var forsiktig sa att du inte korskontaminerar prover nar du fordelar
detektionsreagens 2 i alikvoter mellan prover. Om du bara anvander en
del av ett kit, ska den volym som behdvs for analysen fordelas i alikvoter i
en ren reagensbehallare for engangsbruk innan pipetten fylls.

Tvatta brunnarna pa mikrotiterplattan val med tvéattbuffert sex ganger,
antingen genom att 6verfléda brunnarna varje gang eller anvanda
Automated Plate Washer. Det ska inte synas nagra rester av rosa vatska
i brunnarna pa mikrotiterplattan efter tvatten.

Torka inte av pa samma omrade som anvants forut, eftersom
kontaminering kan intraffa.

Tillsatt ratt volym detektionsreagens och blanda noggrant med
vortexblandning. Undvik falskt positiva resultat genom att sakerstélla att
vatskan tvattar hela insidan av réret med antingen den manuella metoden
eller med MST Vortexer 2-metoden (fér den manuella vortexer-metoden
ska du vanda pa roret en gang). For prover i PreservCyt-lésning maste du
se till att tillracklig blandning och resuspension av cellpelleten slutfors fore
denatureringsinkubation. Se bruksanvisningen for digene HC2 Sample
Conversion-kit for information om protokollet. For alla prover ska en
distinkt fargférandring till morklila ses. Inkubera i 45 + 5 minuter vid 65

+ 2 °C. For SurePath-prover ska du se till att proverna inkuberas i 90 +

5 minuter vid 65 + 2 °C.

Tvatta brunnarna pa mikrotiterplattan val med tvattbuffert sex ganger,
antingen genom att 6verfléda brunnarna varje gang eller anvanda
Automated Plate Washer och korrekta Automated Plate Washer-protokoll.

Denatureringssteget i provbearbetningsproceduren ska utféras sa som
anges i denna bruksanvisning. Om provet inte blandas ordentligt eller roret
inte vands eller skakas pa ratt satt kan det handa att denatureringen av
ospecifika RNA:DNA-hybrider i cervixproverna inte denatureras tillrackligt.
Vid anvandning av prover i PreservCyt-16sning eller SurePath-
konserveringsvatska ar det troligt att det finns sddana hybrider pa insidan
av denatureringsroret. For att forhindra risken fér kontaminering av detta
icke-denaturerade cellmaterial far mikropipettspetsen inte vidrora sidorna
pa provdenatureringsroret nar det denaturerade provet éverfors till
mikrororet eller brunnen pa mikrotiterplattan som anvands for hybridisering
av HPV-proben.

Forhoéjda negativ
RLU-védrden for
kalibrator

(> 200 RLU).
Aterstaende analys
utférs som forvantat.

Detektionsreagens 2 inkuberades vid en
temperatur som dversteg 20-25 °C

Detektionsreagens 2 inkuberades langre
an 30 minuter.

Detektionsreagens 2 eller tvattbuffert var
kontaminerad med alkaliskt fosfatas eller
detektionsreagens 1.

Kor om testet och kontrollera att infangnings- och detektionsstegen
inkuberas vid 20-25 °C.

Las av plattan 15 minuter efter inkubation vid 20-25 °C (och inte senare
an 30 minuter efter inkubationen).

Se kontaminationskontrollen i det har felsékningsavsnittet.

Analysen klarar inte
valideringskriterierna.
Forhojd PC/NC-kvot

Omvand placering av HRC och QC2-HR
och/eller LRC och QC1-LR

Testa proverna igen. Las noga etiketterna pa kalibrator- och
kvalitetskontrollflaskorna for att férhindra omvéand placering av dessa
reagenser.

KONTAMINATIONSKONTROLL

Utvarderat reagens

| Procedur fér kontaminationskontroll

| Tolkning av resultat

Obs! Var forsiktig nar detektionsreagens 2 pipetteras for att undvika kontaminering. Anvand handskar och undvik att vidréra
arbetsytor med pipettspetsar.

Detektionsreagens 2

solljus.

ger optimal prestandabeddémning.

e Inkubera vid 20-25 °C i 15 minuter. Undvik direkt
e Avlas brunnarna pa mikrotiterplattan i luminometer. .

Obs! Testning av detektionsreagens 2 i replikat om tre

e Pipettera 75 pl alikvoterat, resterande och/eller o Kontroll av detektionsreagens 2 bor
ursprungligt detektionsreagens 2 fran flaskan till en vara < 50 RLU.
tom brunn péa infangstmikrotiterplatta. e Om varden for detektionsreagens 2

ar < 50 RLU kan detektionsreagens 2
anvandas for att upprepa analysen.
Vid kontaminering, (> 50 RLU), erhall
ett nytt kit och upprepa analysen.
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Tvittbuffertanordning
och/eller
Vattenkalla

Pipettera 75 pl detektionsreagens 2 i fyra separata
brunnar pa infangstmikrotiterplatta.

Mark brunnarna 1-4.

Brunn 1 ar kontrollen av detektionsreagens 2.
Pipettera 10 pl tvattbuffert fran tvattflaskan i
brunn 2.

Lat tvattbuffert floda genom tvattslangen.
Pipettera 10 pl tvattbuffert fran slangen i brunn 3.
Skaffa en alikvot av vattnet som anvandes for att
bereda tvattbufferten. Pipettera 10 pl vatten i
brunn 4.

Inkubera vid 20-25 °C i 15 minuter. Undvik direkt
solljus.

Avlas brunnarna pa mikrotiterplattan i luminometer.

Kontrollen av detektionsreagens 2
(brunn 1) ska vara < 50 RLU.
Jamfor RLU-vardet fran brunn 2, 3
och 4 med kontrollen av
detektionsreagens 2 RLU-varde
(brunn 1). De enskilda RLU-vardena
fér brunn 2, 3 och 4 ska inte
Overskrida 50 RLU av RLU-vardet for
kontrollen av detektionsreagens 2
(brunn 1).

Varden som &verstiger 50 RLU for
kontrollen av detektionsreagens 2
anger kontaminering. Se
Reagensberedning och férvaring for
anvisningar om rengéring och
underhall av tvattapparaten.

Automated Plate
Washer

Pipettera 75 pl detektionsreagens 2 i fem separata
brunnar pa infangstmikrotiterplattan.

Mark brunnarna 1-5.

Brunn 1 ar kontrollen av detektionsreagens 2.
Pipettera 10 pl av tvattbufferten fran flaskan for
plattvattaren markt Wash (Tvatta) i brunn 2.
Pipettera 10 pl av skoljvatskan fran flaskan for
plattvattaren markt Rinse (Skolj) i brunn 3.

Tryck pa knappen Prime (Prima) pa plattvattarens
knappsats, sa att tvattbufferten kan fléda genom
slangarna.

Pipettera 10 pl av tvattbufferten fran traget i

brunn 4.

Tryck pa tangenten Rinse (Skdlj) pa plattvattarens
knappsats, sa att skoljvatskan kan fléda genom
slangarna.

Pipettera 10 pl av tvattbufferten fran traget i

brunn 5.

Téck och inkubera i 15 minuter vid 20-25 °C.
Undvik direkt solljus.

Avlds brunnarna pa mikrotiterplattan i luminometer.

Kontrollen av detektionsreagens 2
(brunn 1) ska vara < 50 RLU.

Jamfor RLU-vardet fran brunn 2, 3, 4
och 5 med RLU-vardet fér kontrollen
av detektionsreagens 2 (brunn 1). De
enskilda RLU-vardena for brunn 2, 3,
4 och 5 ska inte 6verskrida 50 RLU
av RLU-vardet for kontrollen av
detektionsreagens 2 (brunn 1).
Varden som overstiger 50 RLU for
kontrollen av detektionsreagens 2
indikerar kontaminering av
plattvattaren.

Se anvéndarhandbok fér Automated
Plate Washer,
dekontaminationsproceduren.
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KONTAKTINFORMATION

Anvand kontaktinformationsbladet som medféljer denna produkt for att kontakta din lokala QIAGEN
representant.

Varumarken: QIAGENS, 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.).

Registrerade namn, varumarken osv. som anvands i detta dokument, dven nar de inte uttryckligen har markerats
som sadana, far inte betraktas som oskyddade i lag.

Denna produkt och de metoder den anvander omfattas av ett eller flera av féljande patent:

HPV-patentnummer i USA
5,643,715 ¢ 5,712,092 e 5,876,922 e 5,952,487 e 5,958,674 ¢ 5,981,173 ¢ 6,107,086

Patentnummer for Hybrid Capture i USA
6,228,578B1
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Sammanfattning av digene HC2 HPV DNA-test

VIKTIGT! Det &r viktigt att du &r helt fértrogen med procedurens detaljer innan du anvdnder den hdr sammanfattningen.

Procedur

Manuell blandningsmetod

Multi-Specimen Tube (MST) Vortexer 2-metod

DENATURERING

(For prover i
PreservCyt-l6sning,
se bruksanvisning for
digeneHC2 Sample
Conversion-kit)

Mark hybridiseringsmikroréren.
Bered denatureringsreagenset.
N2

Pipettera denatureringsreagens (volymen &r lika med halva
provvolymen) i kalibratorer, kvalitetskontroller och prover.
Vortexblanda varje prov, kalibrator och kvalitetskontroll individuellt i
5 sekunder pa hdg hastighet (se bruksanvisningen for information).
Kontrollera att alla réqr/uppvisar en lila farg.

Inkubera vid 65 + 2 °C i 45 + 5 minuter.
2

Bered HPV-probblandningen.
N\

Mark hybridiseringsplattan.
Bered denatureringsreagenset.
%

Pipettera denatureringsreagens (volymen ar lika med halva
provvolymen) i kalibratorer, kvalitetskontroller och prover.
Kontrollera att alla ror uppvisar en lila farg.

%

Tack stéllet med film och lock.

Vortexblanda i 10 sekunder.

Inkubera vid 65 + 2 °C i 45 + 5 minuter.
N

HYBRIDISERING

Metod for
kombinerad
probblandning

Dubbelprobsmetod

2 Bered HPV-probblandningen
N N
Vattenbadsmetod Microplate Heater I-metoden

Blanda denaturerade prover ordentligt och pipettera 75 pl till réren.
%
Inkubera i 10 minuter vid 20-25 °C.
N
Pipettera 25 pl kombinerad probblandning
i hybridiseringsmikrororen.

ELLER

Blanda denaturerade prover ordentligt och pipettera 75 pl i "LR”-réren.
Blanda denaturerade prover ordentligt och pipettera 75 pl i "HR”-réren.
N

Inkubera i 10 minuter vid 20-25 °C.
N

Pipettera 25 pl lagrisk-HPV-probblandning i "LR”-réren.
Pipettera 25 pl hdgrisk-HPV-probblandning i "HR”-réren.
N%

%

Tack mikroréren med en plattférseglare och skaka pa Rotary Shaker |
installd pa 1 100 = 100 varv/min i 3 £ 2 minuter.
Kontrollera att alla rér uppvisar en gul farg.

%

Inkubera vid 65 £ 2 °C i 60 + 5 minuter.
Bered infangstmikrotiterplattan.
%

¥
N

Blanda denaturerade prover ordentligt och pipettera
75 pli brunnarna pa mikrotiterplattan.

Inkubera i 10 minuter vid 20-25 °C.
N

Pipettera 25 ul kombinerad probblandning i
hybridiseringsmikrotiterplattans brunnar.
ELLER
Blanda denaturerade prover val och pipettera 75 pl i "LR”-
mikrotiterplattans brunnar och 75 ul i "THR”-mikrotiterplattans brunnar.

Inkubera i 10 minuter vid 20-25 °C.
%

Pipettera 25 pl lagrisk-HPV-probblandning
i "LR”-mikrotiterplattans brunnar.
Pipettera 25 pl hdgrisk-HPV-probblandning
i "HR”-mikrotiterplattans brunnar.

N

Tack mikrotiterplattan med ett lock och skaka med Rotary Shaker | pa
1100 + 100 varv/min i 3 + 2 minuter.
Kontrollera att alla rér uppvisar en gul farg.
%

Inkubera vid 65 £+ 2 °C i 60 + 5 minuter.
Bered infangstmikrotiterplattan.
%

HYBRIDINFANGNING

Overfor innehallet fran varje brunn pa hybridiseringsplattan eller mikrorér till motsvarande brunn
pa infangstmikrotiterplattan, med en 8-kanalspipett.
Tack med ett plattiock eller en plattforseglare.
Skaka pa 1 100 = 100 varv/min vid 20-25 °C i 60 + 5 minuter. Bered tvattbuffert.
N2

Dekantera och torka av infangningsmikrotiterplattan (se bruksanvisningen fér information).
N

HYBRIDDETEKTION

Pipettera 75 pl av detektionsreagens 1 i varje brunn med en infangningsmikrotiterplattan.
Téack infangstmikrotiterplatta med plattlock, plastfiim eller liknande.
Inkubera vid 20-25 °C i 30—45 minuter. Tvatta plattan med 6nskad metod.
N

TVATTNING

Metod for manuell tvéttning

Dekantera och torka av infangstmikrotiterplattan
(se bruksanvisningen for information).

Tvatta sex ganger.
N2

Torka av pa luddfria pappershanddukar.
N

Automated Plate Washer-metod

Placera plattan pa tvattapparaten och tryck pa “START/STOP” for att
starta.
%
Fortsatt till $ésta steg.

2
v
v

SIGNALFORSTARKNI
NG

Pipettera 75 pl av detektionsreagens 2 i varje brunn pa infangningsmikrotiterplattan.
Inkubera vid 20-25 °C i 15-30 minuter.
N

AVLASNING

Avlas infangningsmikrotiterplattan pa DML-instrumentet.

Validera analysen och tolka resultatet.
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