Augusti 2015

Bruksanvisning fér digene® HC2 High-

Risk HPV DNA-est

IVD

N
\2%

En in vitro-nukleinsyrahybridiseringsanalys med signalférstarkning och
kemiluminescens p& mikroplatta fér kvalitativ detektion av 13
hogrisktyper av humant papillomvirus (HPV)-DNA i cervix- och

vaginalprover

Fér anvandning med:

e digene HC2 DNA Collection Device
e digene Specimen Transport Medium
e Hologic PreservCyt® Solution

e BD SurePath® Preservative Fluid

C€

REF 5197-1330 (kit med 1 platta)
618111 (kit med 4 plattor)

QIAGEN

19300 Germantown Road
Germantown, MD 20874
USA

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden
GERMANY

10585385V Rev. 02

— Sample to Insight

00000
QIAGEN —



Viktiga dndringar fran den féregdende versionen av bruksanvisningen

e Tillagg i form av provberedningsproceduren fér SurePath-prover med postgradient cellpellet

med anvandning av QlAsymphony® DSP HPV Media-satsen tillsammans med tillhdrande
prestandadata.

e Uppdaterad fér att uppfylla “Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals” (GHS).
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Avsedd anvandning

For in vitro-diagnostisk (IVD) anvéndning.

digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet som baseras pd Hybrid Capture® 2 (HC2)teknik &r en

nukleinsyrahybridiseringsanalys med signalférstérkning som anvénder kemiluminescens pé&

mikroplatta fér kvalitativ detektion av 13 hdgrisktyper av HPV-DNA i cervix- och vaginalprover.

Cervix- och vaginalprover som kan testas med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet inkluderar

faljande:

Cervixprover som tagits av en |ékaren med digene HC2 DNA Collection Device

Vaginala prover som tagits av patienten med digene HC2 DNA Collection Device
sialvtagna)

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

Prover som tagits med en provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel,

och sedan placerats i PreservCytldsning eller SurePath-konserveringsvdtska

Anvéndningen av detta test &r indicerat:

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 priméra orsaksfaktorn fér utveckling av cervixcancer.

som ett inledande allmént screeningtest av befolkningen, f6r anvéndning med eller utan pap
smear, for att identifiera kvinnor med dkad risk fér att utveckla cervixcancer eller befintlig
héggradig cervixsjukdom. HPV-diagnos &r i allt hdgre grad indikativ fér cervixsjukdom med

stigande é&lder.

som ett uppfdljningstest fér patienter med avvikande resultat p& pap smear eller cervixsjukdom

for att faststalla behovet av remiss till kolposkopi eller andra uppféljningsatgérder.

som ett uppfdljningstest fér patienter med pap smear-resultat som visar pé LSIL (l&ggradig
skvamés intraeptellesion) eller HSIL (héggradig skvamés intraepitellesion) fore kolposkopi. Fér
dessa patienter ar ett digene HC2 High-Risk HPV DNA-testresultat till hjélp fér Iékaren i
patientvarden genom att underlétta riskbedémningen av kvinnor fér aft utesluta héggradig

sjukdom.
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Sammanfattning och forklaring

Férekomsten av vissa HPV-typer i kvinnans slida &r associerad med ett flertal sjukdomar, inklusive
kondylom, Bowenoid papulos samt cervikal, vaginal och vulvér intraepitelcancer och karcinom
(1-3). Det &r allmant vedertaget att dessa virus foretradesvis overfors sexuellt och aft
hégrisktyperna av HPV &r den stdrsta identifierade riskfaktorn fér utveckling av cervixcancer (4~

8).

Hittills har det inte géatt att odla HPV in vitro, och immunologiska tester ar ofillréckliga nér det
géller aft faststélla férekomsten av HPV-infektion i cervix. Indirekt evidens fér anogenital HPV-
infektion kan erhéllas via kroppsundersdkning 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 férekomsten av HPV-
DNA.

Historiskt sett har HPVtyp 16 och 18 betraktats som HPV-typer férenade med hég risk for cancer
(8=10). HPV-typ 31, 33 och 35 har visats ha en intermedidr association med cancer (2,11-14).
Denna intermedidra association beror p& det faktum att dessa typer oftare detekteras vid
héggradiga skvamésa intraepitellesioner @n vid cancer. Darfér ar det mindre sannolikt aft
cancersjukdomar induceras p& grund av férekomsten av dessa typer &n nér DNA frén hdgrisk-
HPV-typer ar narvarande (15). Dessa 5 HPV-typer tillsammans stér for cirka 73 % av alla HPV-
infektioner (16, 17). Ytterligare HPV-typer, daribland 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68, har
identifierats som de huvudsakliga HPV-typerna som kan detekteras i de &terstéende lesionerna
(17-27). Dessa HPV-typer kan ocksa kategoriseras i intermedidra och hégriskgrupper baserat pa
deras relativa férdelning i olika histopatologiska diagnoskategorier (16, 17, 24-28).

HPV-DNA har visats férekomma hos cirka 10 % av alla kvinnor med normalt cervixepitel men den
faktiska prevalensen i specifika grupper av kvinnor péverkas starkt av alder och andra
demografiska variabler (2, 10, 16, 29). Prospektiva studier har visat att 15-28 % av kvinnor som
testats positiva fér HPV-DNA utvecklade skvamés intraepitelcancer (SIL) inom 2 &r jémfort med
endast 1-3 % av kvinnor som testats negativa fér HPV-DNA (30, 31). | synnerhet var risken stérre
for progression fér HPV-typ 16 och 18 (cirka 40 %) &n fér andra HPV-yper (30).

Information om patogen
Humana papillomvirus bestdr av en ikosahedral viruspartikel (virion) som innehéller en

dubbelstréngad, ringformig DNA-molekyl med 8 000 baspar, omgiven av ett kapsidprotein. Nar

epitelceller infekterats etableras virusDNA i hela epitelet, men intakta virioner dterfinns endast i
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de 8vre vavnadsskikten. Dérfér kan virus-DNA hittas antingen i virioner eller som episomala eller

integrerade HPV-sekvenser, beroende pa lesionstyp och -grad.
Testprincip

digene HC2 HighRisk HPV DNAdtestet, med anvéndning av HC2teknik, &r en
nukleinsyrahybridiseringsanalys med signalférstarkning  som anvénder kemiluminescens pa
mikroplatta fér detektion. Prover som innehéller mal-DNA:t hybridiseras med en specifik HPV-
RNA-prob. De resulterade RNA-DNA-hybriderna fangas pd ytan av en mikroplattbrunn som ar
belagd med antikroppar som &r specifika fér RNA-DNA-hybrider. Immobiliserade hybrider far
sedan reagera med alkaliskt fosfatas-konjugerade antikroppar som &r specifika fér RNA-DNA-
hybriderna och detekteras med eft kemiluminiscenssubstrat. Flera alkaliskt fosfatas-molekyler
konjugeras fill varje antikropp. Atskilliga konjugerade antikroppar binds till varje inféngad hybrid
vilket leder till avsevéard signalférstarkning. Nar substratet klyvs av det bundna alkaliska fosfataset
avges ljus, vilket mats som relativa ljusenheter (RLU) av ett digene Microplate Luminometer (DML)-
instrument. Intensiteten i ljuset som avges betecknar férekomsten eller fr&nvaron av m&l-DNA i

provet.

En RLU-métning som &r lika med eller stérre @n cutoff-vardet for analysen (assay cutoff, CO)
indikerar férekomsten av sekvenser av hdgrisk-HPV-DNA i provet. En RLU-métning som &r mindre
an CO for analysen indikerar frénvaron av de specifika sekvenserna med hégrisk-HPY-DNA som

testas eller HPV-DNA-niv&er under detektionsgrénsen for testet.
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Automatiserad  provberedning av  PreservCytprover kan utféras med anvéndning av
QlAsymphony SP tillsammans med QIAsymphony DSP HPV Media-kitet eller QlAsymphony DSP
AXpH DNAKkitet.

Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit

QlAsymphony DSP HPV Medic-kitet tillhandahdller provexirakt pé hybridiseringsmikroplattan som
ar klara fér automatiserad testning med Rapid Capture® System (RCS) tillsammans med digene
HC2 High-Risk HPV DNA-testet. QlAsymphony SP utfér alla steg i provberedningsproceduren foér
upp till 88 prover, i batcher p& upp till 24, i en enda kérning.

QlAsymphony SP bearbetar 88 PreservCyt-prover p& 2 timmar och 15 minuter utan att det

behdvs négon atgérd frén anvdndaren nér instrumentet val har laddats med prover.

QIAsymphony SP bearbetar 88 SurePath-prover pé 1 timme och 45 minuter utan att det behdvs
négon é&tgard frén anvéndaren nér instrumentet val har laddats med prover. Provberedningen
med anvandning av QIAsymphony SP  félis omedelbart av 90 minuters inkubation av
provextrakten i hybridiseringsmikroplattan p& en mikroplattvérmare. Under inkubationen av
provextrakt denatureras kalibratorerna och kvalitetskontrollerna separat i ett vattenbad fér aft
sedan manuellt pipetteras i den férsta kolonnen pé& hybridiseringsmikroplattan s& snart
provexiraktinkubationen @r slutférd. Provberedning av SurePath-prover med anvéndning av
QlAsymphony SP och QIAsymphony DSP HPV Media-satsen kan géras antingen innan

cytologibearbetningen pdbdrjas eller nér cytologibearbetningen &r avslutad.

Viktigt: Provextrakten som producerats som eft resultat av provberedning av PreservCyt och
SurePath-prover med anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet kan endast testas med

RCS. Manuellt utférande av testet med provexirakt &r inte validerad.

Vid utférande av automatiserad provberedning med anvéndning av QlAsymphony, se relevanta
QIAsymphony-anvandarhandbécker och bruksanvisningen till QIAsymphony DSP HPV Media-kitet
(QIAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use (Handbook)), forutom dessa

bruksanvisningar, fér nédvéndig procedurinformation och beskrivande information.
Provberedning med anvandning av QIAsymphony DSP AXpH DNA-kit

QlAsymphony DSP AXpH DNA-kitet tillhandahdller DNA-eluat p& hybridiseringsmikroplattan som
ar klara fér manuell eller RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPY DNA-festet.
QIlAsymphony SP utfér alla steg i provberedningsproceduren fér upp till 88 prover, i batcher pé
upp till 24, i en enda kérning. QIAsymphony SP bearbetar 88 PreservCyt-prover pd 4 timmar och
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30 minuter utan att det behdvs négon &tgérd fran anvandaren nér instrumentet val har laddats

med prover.

Vid utférande av automatiserad provberedning med anvéndning av QlAsymphony, se relevanta
QlAsymphony-anvéndarhandbdcker och handboken till QlAsymphony DSP AXpH DNA-kitet
(QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook), férutom dessa bruksanvisningar, fér nédvéndig

procedurinformation och beskrivande information.
Testning med anvandning av Rapid Capture System

Det gér att testa stora provvolymer med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet med anvéndning
av RCS. Kitet med 4 plattor (kat. nr 618111) kan endast anvandas med RCS och gér inte att

anvdnda fér manuell testning.

RCS ér ett automatiserat pipetterings- och spadningssystem for allmént bruk som kan anvéndas
med digene HC2 High-Risk HPV DNAdestet for testning av stora provvolymer. Detta system
behandlar upp till 352 prover p& 8 timmar, inklusive en period p& 3,5 timmar under vilken det

infe krévs nagra anvandarétgarder; upp till 704 provresultat kan framstéllas p& 13 timmar.

Provberedning utférs oberoende av RCS fére placeringen p& RCS-décket. Dessutom utférs
kemiluminiscent signaldetektion och resultatrapportering med ett offline-DML-instrument som &r

gemensamt fér b&de manuell och RCS-automatiserad testning.

Vart och ett av stegen i digene HC2 High-Risk HPVY DNA-testet utférs i exakt samma féljd som vid
manvell testning. RCS gér det mdjligt att bearbeta upp till 4 staplade mikroplattor, dar varje

mikroplatta innehéller prover och den mangd testkalibratorer och kvalitetskontroller som behévs.

Vid utférandet av RCS-automatiserad testning, se Rapid Capture System Anvandarhandbok
(Rapid Capture System User Manual) och Rapid Capture System Anvandarhandbok — Utféra
digene HC2 DNA-ester med anvandning av prover som bearbetats i QIAsymphony SP (Rapid
Capture System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP
Processed Samples), utéver denna bruksanvisning, fér nédvéndig procedurinformation och

beskrivande information.
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Material som medféljer

Sats med 1 platta

Det finns 96 tester i 1 plate digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (digene HC2 hagrisk-HPV-DNA-
testet med 1 platta) (kat. nr 5197-1330).

Vid utférandet av manuell tesing med kitet med 1 platta &r det minsta rekommenderade antalet
tester for varje anvandning 24. Om fdrre &n 24 tester per anvandning 6nskas, kan det totala
antalet tester per kit minskas beroende p& begrdansade reagensvolymer. Antalet patientresultat

varierar, beroende pd antalet anvandningar per kit, s& som specificeras nedan:

Antal anvéndningar Antal patientresultat
1 88
2 80
3 72
4 64

Vid utférandet av RCS-automatiserad testning med kitet med 1 platta, kréver en anvéndning av
hela kitet aft en hel mikroplatta (88 prover) testas per RCSkérning. Testning av en partiell
mikroplatta &r acceptabel; hela kitet anvands dock beroende p& den tomma volym som krévs for

instrumentets drift.
Sats med 4 plattor

Det finns 384 tester i 4 plate digene HC2 High-Risk HPV DNA Test (digene HC2 h&grisk-HPV-
DNA-estet med 4 plattor) (kat. nr 618111).

Satsen med 4 plattor kan endast anvéndas fér RCS-automatiserad testning. For att uppné 384 test
mé&ste satsen med 4 plattor anvéndas i en eller tvé RCSkarningar. Om du dnskar kéra fler én tvé

kérningar ska det totala antalet test per sats minskas pd grund av begrénsade reagensvolymer.
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Kitinnehall

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
Katalognr
Antal tester

5197-1330
96

618111
384

Indicator Dye (Indikatorféirg)
héller 0,05 % (w/v) natriumazid
Denaturation Reagent® (Denatureringsreagens*)
1ddd natriumhydroxidlsning (NaOH)
Probe Diluent* (Probspadningsvétska*)
rad [&sning med 0,05 % (w/v) natriumazid
High-Risk HPV Probe (Hagrisk-HPV-prob)
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och
NA-prob i buffrad 16sning (rétt lock)

Low-Risk HPV Quality Control (L&grisk-HPV-
kvalitetskontroll)

3/ml (500 000 kopior/ml) klonat HPV 6-DNA och bérar-

A'i STM med 0,05 % (w/v) natriumazid.

High-Risk HPV Quality Control (Hégrisk-HPV-
kvalitetskontroll)

3/ml (500 000 kopior/ml) klonat HPV 16-DNA och
a-DNA i STM med 0,05 % (w/v) natriumazid.
Negative Calibrator (Negativ kalibrator)
1-DNA i STM med 0,05 % (w/v) natriumazid
High-Risk HPV Calibrator (Hégrisk-HPV-kalibrator)
3/ml klonat HPV 16-DNA och barar-DNA i STM med
5 % (w/v) natriumazid
Capture Microplate (Inf&ngningsmikroplattal)
igd med polyklonala anti-RNA-DNA-hybridantikroppar
get
Detection Reagent 1 (Detektionsreagens 1)
iliskt fosfatas-konjugerade antikroppar mot RNA-DNA-
sider i buffrad I6sning med 0,05 % (w/v) natriumazid
Detection Reagent 2 (Detektionsreagens 2)

Star® med Emerald Il (kemiluminiscenssubstrat)

Woash Buffer Concentrate* (Tvéttbuffertkoncentrat*)

haéller 1,5% (w/v) natriumazid

0.35 ml

50 ml

5 ml

200 !

1 ml

1 ml

2 ml

1 ml

12 ml

12 ml

100 ml

2.0 ml

2 x 100 ml

20 ml

3 x 200 pl

1 ml

1 ml

2 ml

2 ml

40 ml

40 ml

2 x 100 ml

* Se "Varningar och férsiktighet”, sida 21, fér information om hélsa och sakerhet.
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Material som behdvs men inte medfdljer

Viktigt! Se till att alla instrumentet som anvénds i den hér proceduren har kontrollerats och

kalibrerats enligt tillverkarens angivelser.
In vitro-diagnostisk utrustning och material

Endast utrustning och material som &r validerade med digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet ar
tillgangliga fran QIAGEN.

e digene Hybrid Capture 2 System ("digene HC2 System”), bestdende av en QIAGEN-godkénd
luminometer ("DML-instrument”), en QIAGEN-godkand persondator med tillbehdr (bildskarm,
tangentbord, mus, skrivare och skrivarkabel), programvara till digene HC2 System ("digene
analysprogramvara”), analysprotokoll fér HPV till digene HC2 System, LumiCheck Plate-
programvara och anvéndarhandbok till digene HC2 System-programvaran (digene HC2
System Software User Manual)

® Hybrid Capture System Rotary Shaker |

e Hybrid Capture System Microplate Heater |

® Hybrid Capture System Automated Plate Washer

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

e Konvertferingsstall och lock (fillval)*

e digene provstall och lock (tillval)*

e EXPAND-4-pipett och stdll (tillval)

e Rorforslutardispenser och skérinstrument (tillval, anvénds med MST Vortexer 2)

e Rapid Capture System (krdvs for anvéindning med kitet med 4 plattor; valfritt fér kitet med

1 platta)
e Tvatanordning
e Mikroplattor fér hybridisering
® Lock till mikroplattor
® RCS-strips med brunnar fér mikroplatta*
® RCS-reagenstrag™
® Lock till RCS-reagenstrég*
® RCS-engdngsspetsar®
* Krévs for utférande av RCS-automatiserad testning.

t Specialartikel som anvénds for att dverféra STM-prover till hybridiseringsmikroplatta. Andra utvidgningsbara specialpipetter
med flera kanaler kan anvéndas, férutsatt att mellanrummet mellan spetsarna @r 3,2 cm i utvidgat skick.
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® RCS "drop-on”-lock*

e Buffert N2t

o Buffert D21

e Bla RCS-vattbat

e Extralénga pipettspetsar

® Provtagningsror

o Stall till provtagningsror

e Skruvlock till provtagningsrér
e Reagensbehdllare fér engé&ngsbruk
® DuraSeal™ rarférseglingsfilm
e Hybridiseringsmikrorér$

®  Mikrordrstall3

e Plattforseglare’
Utrustning och material fér allman laboratorieanvéndning

® 65+ 2 °C vattenbad, tillrdckligt stort for att rymma ett provstéll (bredd 21 cm x djup 32 cm x
hsjd 18 cm).

® Mikrocentrifug

® Vortexblandare med bagarfastséttning

e Enkanalspipett; olika instéllningar fér volymer om 20-200 pl och 200-1 000 pl
® Repeterande volymetriska pipetter, t.ex. Eppendorf® Repeater®-pipett

e 8-kanalspipett: olika instdllningar fér volymer om 25-200 i

® Timer

e 0,5 % v/v natriumhypokloritldsning

® Pardfilm® eller motsvarande

® Pipettspetsar for engéngsbruk med aerosolbarriér fér enkanalspipett  (20-200 pl och 200-
1 000 pl)

® Engdngsspetsar for repeterande volymetrisk pipett (12,5; 5; 2,5 och 1,25 ml)
e Engdngsspetsar for 8-kanalspipett (25-200 pl)

e Kimtowels®torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar

* Krévs for utférande av RCS-automatiserad testning.

t Krévs for utférande av testning med prover som beretts med anvéndning av QIAsymphony DSP AXpH DNA-kitet.

1 Krévs fér RCS-automatiserad testning av prover som bearbetats med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet.
§ Kravs for utfrande av hybridisering med mikrordr och vattenbad.
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e Bankskydd fér engdngsbruk

e Puderfria engangshandskar

® Polypropylenrér p& 5 ml och/eller 15 ml med snépplock och rund botten
o Rorstall for ror pd 10 ml eller 15 ml

® 50 ml koniska polypropenrér
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Ytterligare utrustning och material for PreservCyt-provberedning

[]il se bruksanvisningen till QIAsymphony DSP HPV Media-kitet (QlAsymphony DSP HPV Media
Kit Instructions for Use (Handbook)) nér det géller automatiserad provberedning med anvéndning
av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet.

[']i] Se anvéndarhandboken fil QIAsymphony DSP AXpH DNA-kitet (QIAsymphony DSP AXpH
DNA Kit Handbook) nér det galler automatiserad provberedning med anvandning av
QIAsymphony DSP AXpH DNA-kitet..

[]il se bruksanvisningen till digene HC2 Sample Conversion kit nar det géller manuell

provberedning.
Ytterligare utrustning och material fér SurePath-provberedning

(i se bruksanvisningen till QIAsymphony DSP HPV Media-kitet (QIAsymphony DSP HPV Media
Kit Instructions for Use (Handbook)) nar det géller automatiserad provberedning med anvandning
av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet.

Vid manvell SurePath-provberedning behdvs féljande extra utrustning och material:

e "Swinging bucket”-centrifug som kan uppné 800 £ 15 x g och rymmer koniska centrifugrér
pé& 15 ml av polypropylen

® digene HC2 Sample Conversion-rér* eller 15 ml VWR® eller Corning® polypropylenrér

Viktigt! De digene HC2-provkonverteringsrér som ér tillgéangliga fran QIAGEN méste
anvdndas med MST Vortexer 2 eller RCS.

e 7 ml 6verféringspipetter med standardspets eller motsvarande

® digene Specimen Transport Medium

* De digene HC2 Sample Conversion-rér som ér fillgangliga fran QIAGEN méste anvéndas med MST Vortexer 2 eller RCS.
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Varningar och férsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Las alla anvisningar noga innan du anvénder testet.

Varningar

Anvéand alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Se lampligt séikerhetsdatablad (SDS) fér mer information. Dessa ér tillgangliga online i

praktiskt och kompakt PDF-format pé www.giagen.com/safety dér du kan hitta, granska och
skriva ut datablad fér alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN.

Prover

FORSIKTIGHET  Risk for smittsamma &mnen

f:f Prover kan innehdlla infektiosa agens och ska hanteras i enlighet harmed.

Betrakta alla prover som potentiellt smittsamma.

Ingen kénd testmetod kan erbjuda en fullstdndig férsékran om att prover inte éverfér smitta. Vi
rekommenderar att humana prover behandlas i enlighet med relevant nationell och lokal praxis
for biosdkerhet. Anvénd denna biosdkerhetspraxis i samband med material som innehéller eller

misstdanks innehélla smittdmnen.
| dessa sckerhetsétgarder ingér bland annat:

® Pipettera inte med munnen.
e Undvik att réka, éta och dricka i omréden dér reagenser eller prover hanteras.

e Anvand puderfria engéngshandskar medan du hanterar reagenser eller prover. Tvétta

hénderna noga ndr testet har utforts.

® Rengdr och desinficera allt spill frén prover med anvéndning av ett tuberkulocidalt
desinfektionsmedel, t.ex. 0,5 % v/v natriumhypoklorit, eller ett annat lampligt
desinfektionsmedel (32, ).

® Dekontaminera och kassera alla prov, reagens och andra eventuellt kontaminerade material i

enlighet med nationella och lokala féreskrifter.
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Efter denaturering och inkubation betraktas proverna inte léngre som smittsamma (34);

laboratoriepersonal ska dock fortfarande félja nationella och lokala sékerhetsforeskrifter.
Natriumazid

Vissa reagenser innehdller natriumazid. Natriumazid har rapporterats bilda bly- eller kopparazid
i avloppsrér i laboratorier. Dessa azider kan explodera vid stétar, t.ex. hamrande. For aft
forhindra aft det bildas bly- eller kopparazid ska avloppsréren spolas noga med vatten efter
kassering av 18sningar som innehéller natriumazid. Fér att avldgsna kontamination fré&n gamla
avloppsrér dar man misstanker att det har ansamlats azider, rekommenderar U.S. Occupational
Safety and Health Administration féljande:

1. Avlagsna vatska frén vattenldset med en havert i form av en gummi- eller plastslang.
2. Fyll med 10 % v/v natriumhypokloritldsning.
3. Lat st i 16 timmar.

4. Spola noga med vatten.

N2-buffert

FORSIKTIGHET  Risk for starkt reaktiva féreningar

i’i Undvik att tillsétta blekmedel eller sura 16sningar direkt till en annan l&sning

eller avfall som innehdller N2-buffert.

N2-buffert innehéller guanidinhydroklorid som kan bilda starkt reaktiva sammansattningar i

kombination med blekmedel.

Om vitska med dessa buffertar  spills  ut  ska den torkas upp med lémpliga
laboratorierengdringsmedel och vatten. Om den spillda vétskan innehdller potentiellt smittsamma
dmnen ska ytorna férst rengéras med laboratorierengéringsmedel och vatten och dérefter med

1 % (v/v) natriumhypoklorit.
RCS-automatiserad testning
Se Rapid Capture System Anvandarhandbok (Rapid Capture System User Manual) for ytterligare

varningar och férsiktighetsétgarder som ér specifika fér anvéindningen av det systemet for testning

av stora provvolymer.
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Skydds- och riskfraser for komponenter
Féljande risk- och skyddsfraser géller fér komponenter i digene HC2 HighRisk HPY DNA-testkitet:
Wash Buffer Concentrate (Tvdttbuffertkoncentrat)

Innehdller:  Sodium azide. Varning! Skadligt vid fértaring.  Skadliga
l&ngtidseffekter for vattenlevande organismer. Undvik utsldpp till  miljon.

Innehdllet/ behallaren lamnas till en godkand avfallsanlaggning.

Denaturation Reagent (Denatureringsreagens)

Innehdller: sodium hydroxide. Fara! Orsakar allvarliga fratskador pé hud och
dgon. Kan vara korrosivt fér metaller. Innehdllet/ behdllaren Iémnas fill en
godkéand avfallsanlaggning. VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontakilinser om det gér latt. Fortsitt att
skdlja. VID HUDKONTAKT (aGven héret): Ta omedelbart av alla nedsténkta
klader.  Skélj huden med  vatten/  duscha.  Kontakta  genast
GIFTINFORMATIONSCENTRAL  eller  lakare. Forvaras  inlést.  Anvénd
skyddshandskar/ skyddsklader/ égonskydd/ ansiktsskydd.

Probe Diluent (Probspddningsvétska)

Innehdller: acetic acid; Polyacrylic acid. Faral Orsakar allvarliga frétskador pé
@ hud och &gon. Innehdllet/ behdllaren ladmnas till en godkand avfallsanléggning.
VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur
eventuella kontaktlinser om det gér lat. Fortsatt att skélja. VID HUDKONTAKT
(@ven héret): Ta omedelbart av alla nedsténkta kléder. Skélj huden med vatten/

duscha. Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lgkare. Férvaras
inlast. Anvand skyddshandskar/ skyddsklader/ égonskydd/ ansiktsskydd.
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High-Risk HPV Calibrator (Hogrisk-HPV-kalibrator)

Varning! Orsakar lat hudirritation. Om hudirritation uppstar: Kontakta lakare.

High-Risk HPV Quality Control (Hdgrisk-HPV-kvalitetskontroll)

Varning! Orsakar mild hudirritation. Om hudirritation uppstdar: Sok |ékarvard.

Low-Risk HPV Quality Control (Lagrisk-HPV-kvalitetskontroll)

Varning! Orsakar mild hudirritation. Om hudirritation uppstar: Sék lékarvard.

Negative Calibrator (Negativ kalibrator)

Varning! Orsakar mild hudirritation. Om hudirritation uppstar: Sék |ékarvard.

Forsiktighetsatgarder

Anvéndaren méste alltid vidta féljande forsiktighetsatgérder vid utférandet av digene HC2 High-
Risk HPV DNA-festet:

® Anvand inte reagenserna efter utgéngsdatumet som anges bredvid symbolen 5 pé etiketten

utanpd kartongen eller utg&ngsdatumet for de beredda reagenserna.

e Om testet utfors utanfér angivna tids- och temperaturintervall kan det leda till ogiltiga resultat.
Tester som inte hamnar inom de faststéllda tids- och temperaturintervallen &r ogiltiga och

mdste géras om.

® Proceduren, analyskalibreringen, kvalitetskontrollen och tolkningen av resultaten fér digene

HC2 High-Risk HPV DNA-testet méste fsljas noga fér att man ska f& fram pdlitliga testresultat.

e Det &r viktigt att pipettera exakt den reagensvolym som anges och att blanda val efter varje
reagenstillsats. Om detta inte féljs kan det leda till felaktiga testresultat. Genom att kontrollera

att de angivna fargférandringarna har skett bekréftas att dessa villkor har uppfyllts.

e Med undantag av tvéttbuffertkoncentratet har kitkomponenterna testats som en enhet. Byt inte

ut dem mot komponenter frén andra kéllor eller andra loter. Det &ér dock acceptabelt att
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kombinera komponenter frén kit med samma lotnummer fér att f& tillréckligt med

reagensvolym for att kunna testa flera mikroplattor i en enda RCS-kdrning.

e Nukleinsyror &r mycket kénsliga fér miljidméssig nukleasnedbrytning. Nukleaser finns p&
manniskans hud och pé& ytor eller material som hanteras av manniskor. Rengdr och téck dver
arbetsytor med eft bankskydd fér engéngsbruk och anvénd puderfria handskar medan

teststegen utfors.

® Se till att kontamination av inféingningsmikroplattan och detektionsreagens 2 (DR2) med
exogent alkaliskt fosfatas férhindras under utférandet av testet. Substanser som kan innehélla
alkaliskt fosfatas &r t.ex. detektionsreagens 1 (DR1), bakterier, saliv, hér och fett frén huden.
Det &r sarskilt viktigt att tdcka dver inféngningsmikroplattan efter tvéttsteget och under DR2-
inkubationen eftersom exogent alkaliskt fosfatas kan reagera med DR2, vilket ger falska

positiva resultat.

e Skydda DR2 fran langvarig exponering for direkt ljus. Anvénd DR2 omedelbart efter

alikvotering och undvik direkt solljus.

® Prima den repeterande pipetten innan reagens fillsétts och kontrollera regelbundet att det inte
finns nagra stora luftbubblor. Allfér stora méangder av stora luftbubblor i spetsen p& den
repeterande pipetten kan géra att tillférseln blir mindre noggrann. Detta kan undvikas genom
att du fyller pipetten, dispenserar all vatska och fyller den pd& nytt. Se anvéndarhandboken till

pipetten nar det géller specifika bruksanvisningar.

e Utifor pipettering med flera kanaler med anvandning av den omvénda pipetteringstekniken (se
"Hybriddetektion”, sida 55) fér dispensering av DR1 och DR2. Kontrollera alla pipettspetsar

pé pipetten med flera kanaler avseende korrekt passning och fyllning.

e Kontrollera att alla brunnar pé& inf&ngningsmikroplattan ér noga rengjorda (se “Tvétt”,
sida 56). Otillrécklig rengéring leder till 8kad bakgrund och kan ge falska positiva resultat.
Rester av tvéttbuffert i brunnarna pé& inf&ngningsmikroplattan kan leda fill reducerad signal

eller dalig reproducerbarhet.

Forvaring och hantering av reagens

Kitkomponenter

Efter mottagandet ska kitet forvaras vid 2-8 °C. Tvattbuffertkoncentrat, denatureringsreagens och
indikatorfarg kan férvaras vid 2-30 °C, efter behov. Alla reagenser tillhandahdlls bruksférdiga,

utom denatureringsreagenset (DNR), probblandningarna och tvattbufferten.
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Beredda reagenser

| beredd form ar DNR stabilt i 3 m&nader vid 2-8 °C.

| beredd form ar tvattbufferten stabil i 3 manader vid 2-30 °C.

Vid testning av PreservCyt-prover som har bearbetats med QIAsymphony DSP HPV Media-kitet
eller QlAsymphony DSP AXpH DNA-kitet, &r de dppnade, icke denaturerade kalibratorerna och

kvalitetskontrollerna stabila i 3 ménader vid 2-8 °C.

Vid testning av prover som har bearbetats med QlAsymphony DSP AXpH DNAkitet ar berett
denatureringsreagens 2 (DNR2) stabilt i 8 timmar vid 15-30 °C.

Provinsamling och -beredning

Samla in och transportera cervix- och vaginalprover som ska testas med digene HC2 High-Risk
HPV DNA-estet med anvéndning av en av féljande provtagningsanordningar:

e digene HC2 DNA Collection Device (besér av en cervixborste och STM)
e Biopsier insamlade i digene STM

e En provtagningsanordning av borsttyp eller kombinerad borste/spatel placerad i PreservCyt-

|&sning eller SurePath-konserveringsvétska

Prover som har tagits med andra provtagningsanordningar eller har transporterats i andra
transportmedia har inte validerats fér anvéndning med det hér testet. Prestandaegenskaperna for

detta test har endast faststdllts med de angivna provtagningskiten.

digene HC2 DNA Collection Device fér inte anvandas pé gravida kvinnor. Cervixprover mdste
samlas in innan attiksyra och jod appliceras om en kolposkopisk undersékning utférs. Se
bruksanvisningen till digene HC2 DNA Collection Device nar det gdller ytterligare procedurer for

provtagning och hantering.

Cervix- och vaginalprover som har samlats in i STM behéver inte beredas fére testning med
digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet. PreservCyt- och SurePath-prover méste konverteras fére
testning med digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet.
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Cervix- och vaginalprover i STM

Viktigt: Ta inte négot STM-cervix- och vaginal prov om det finns héga koncentrationer av

svampdddande kram, spermiedédande medel eller slidskdljningsmedel.

STM-prover kan férvaras i upp till 2 veckor vid rumstemperatur och kan utan nedkylning skickas
till testlaboratoriet. Prover ska skickas i en isolerad behdllare med en transportér som levererar

nésta dag eller efter 2 dagar.

P4 testlaboratoriet ska proverna férvaras vid 2-8 °C om testet ska utféras inom 1 vecka. Om det
dréjer mer én 1 vecka innan testet utférs, ska provrérslocken tickas med Parafilm och férvaras
vid =20 °C i hégst 3 manader. Nér du tar ut prover fran frysen for test, ska locken omedelbart

ersattas med skruvlock fér provtagningsrér.

Ett konserveringsmedel har tillsatts till STM for att hdmma bakterietillvéixt och bevara integriteten

hos DNA:t. Det &r inte avsett aft bevara livsdugligheten hos organismer eller celler.
Cervixbiopsier

Nytagna cervixbiopsier med ett tvarsnitt pd 2-5 mm kan testas med digene HC2 High-Risk HPV
DNA-testet. Anvand inte biopsier som ar mindre n 2 mm i diameter. Placera omedelbart
biopsiprovet i 1,0 ml STM, téck provrérslocket med Parafilm fér att forhindra att locket lossnar,
och férvara fryst vid =20 °C. Skicka biopsiprover vid 2-30 °C fér leverans ndsta dag Hill

testlaboratoriet.

P4 testlaboratoriet ska proverna férvaras vid —20 °C tills de behandlas. Nar du tar ut prover frén

frysen for test, ska locken omedelbart ersattas med skruvlock fér provtagningsror.
Cervixprover i PreservCyt-ldsning

Viktigt: Ta infe eft PreservCyt-cervixprov fér provberedning med QlAsymphony DSP HPV Medic-

kitet om det finns héga koncentrationer av svampdddande kram, glidmedel eller blod.

Viktigt: Ta inte ett PreservCyt-cervixprov for provberedning med QIAsymphony DSP AXpH DNA-

kitet om det finns férekomst av spermiedédande medel..

Utfér provtagning pd sedvanligt sétt och bered objekiglas fér ThinPrep®-paptestet enligt

tillverkarens bruksanvisning.
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Efter provtagning kan PreservCyt-prover sparas i upp fill 3 manader vid 2-30°C fére
provberedning fér digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet. PreservCyt-prover kan inte frysas..

Féljande metoder kan anvéndas fér provberedning:

e Automatiserad provberedning med anvéndning av QlAsymphony SP och QlAsymphony DSP
HPV Media-satsen.
Resultatet &r ett provextrakt (som innehéller magnetiska partiklar, STM och DNR) som &r klart
att gé vidare till denatureringssteget i testet.

e Automatiserad provberedning med anvédndning av QlAsymphony SP och QlAsymphony DSP
AXpH DNA-satsen.

Resultatet ar ett DNA-eluat som &r klart att g& vidare till denatureringssteget i testet.

® Manuell provberedning med digene HC2 Sample Conversion-kitet. Resultatet av manuell
provberedning ar ett denaturerat prov som ar klart att g& vidare till hybridiseringssteget i
testet.

Hur stor provvolym som krévs beror p& provberedningsmetoden enligt fljande:

® Automatiserad provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit kréver

3 ml prov

e Automatiserad provberedning med anvéandning av QlAsymphony DSP AXpH DNAkit kréver

4 ml prov
e Manuell provberedning med digene HC2 Sample Conversion-kit kréver minst 4 ml prov

Prover med mindre &n den erforderliga provvolymen efter beredning av paptestet innehdller for
litet material for testning och kan ge ett falskt negativt resultat i digene HC2 HighRisk HPV DNA-

testet.

Automatiserad provberedning av SurePath-prover

Viktigt! Ta inte ett SurePath-cervixprov fér provberedning med QlAsymphony DSP HPV Media-
satsen om det finns forekomst av spermiedédande medel, svampdédande kram eller
antiinflammatorisk krém.

Samla in prover i SurePath-konserveringsldsning enligt den relevanta bruksanvisningen.

Provberedning av SurePath-prover kan géras antingen innan cytologibearbetningen pébérjas eller

ndr cytologibearbetningen &r avslutad.

Om den gérs fére cytologibearbetningen, ska du anvanda ett prov frén det ursprungliga

SurePath-provet som inte har bearbetats med hjalp av nagon annan diagnostisk metod, inklusive
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BD PrepMate®-systemet och BD PrepStain® Slide Processor. Dessa prover bendmns i

bruksanvisningen som “SurePath-prover” fér att undvika férvirring.

Om den gérs efter cytologibearbetningen, ska du anvdnda ett prov frén den dterstéende
postgradienta cellpelleten efter beredning av ett SurePath-prov i enlighet med relevanta
anvisningar fér BD PrepMate-systemet och BD PrepStain Slide Processor. Dessa prover bendmns i

bruksanvisningen som “SurePath-prover med postgradient cellpellet” for att undvika férvirring.

Féljande metoder kan anvéndas fér provberedning:
e Automatiserad provberedning av SurePath-prover med anvéndning av QlAsymphony SP och
QIAsymphony DSP HPV Media-satsen.

Resultatet ér ett denaturerat provextrakt (som innehéller magnetiska partiklar, STM och DNR)

som dr klart att g& vidare till hybridiseringssteget i testet.

e Automatiserad provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med anvéndning
av QlAsymphony SP och QlAsymphony DSP HPV Media-satsen.

Resultatet &r ett denaturerat provextrakt (som innehéller magnetiska partiklar, STM och DNR)

som dr klart att g& vidare till hybridiseringssteget i testet.
e Manuell provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet.

Resultatet av manuell provberedning &r ett denaturerat prov som ér klart att g& vidare till

hybridiseringssteget i testet.

Hur stor provvolym som krévs beror p& provberedningsmetoden enligt féljande:

® Automatiserad provberedning med anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen
kréver 950 pl

® Manuell provberedning kraver 2,8 ml av SurePath-prov med postgradient cellpellet

Anvéndning av mindre volym &n den erforderliga volymen kan orsaka ett falskt negativt resultat i
digene HC2 HighRisk HPV DNA-testet.

Automatiserad provberedning av SurePath-prover

Efter insamling ska SurePath-prover férvaras i upp till 4 veckor vid 5-25 °C fére provberedning
med anvandning av QlAsymphony SP och QlAsymphony DSP HPV Media-satsen. SurePath-provet
som anvdnds far inte ha bearbetats med n&gon annan diagnostisk metod, inklusive BD PrepMate
och BD PrepStain Slide Processor. Automatiserad provberedning kréver 950 pl av SurePath-

provet.
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Automatiserad provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet.

Viktigtl Omedelbart efter beredning av SurePath-papobijektglas pipetterar du 2,0 ml SurePath-
konserveringsvdtska i centrifugprovréret med den postgradienta cellpelleten. Detfta bevarar
pelleten hel s& att digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet ska fungera.

Den postgradienta cellpelleten tillsammans med SurePath-konserveringsvétska kan férvaras i hégst
4 veckor vid 5-25°C, fére provberedning fér digene HC2 High-Risk HPV DNAdestet.
Automatiserad provberedning kraver 950 pl av SurePath med postgradient cellpellet

Manuell provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet

Viktigtl Omedelbart efter beredning av SurePath-papobijektglas pipetterar du 2,0 ml SurePath-
konserveringsvdtska i centrifugprovréret med den resterande cellpelleten. Detta bevarar pelleten
hel s& att digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet ska fungera.

Den postgradienta cellpelleten tillsammans med SurePath-konserveringsvétska kan férvaras i hégst
4 veckor vid 2-30 °C, fére provberedning for digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet.

SurePath-prover fr&n den postgradienta cellpelleten bereds s& som anges i denna bruksanvisning.
Resultatet av manuell provberedning &r eft denaturerat prov som é&r klart att gé& vidare fill

hybridiseringssteget i testet.
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Procedur

Saker som ska utforas fore start

Vid manvell testning méste det f& ta minst 60 minuter fér Microplate Heater | aft uppné

65 °C + 2 °C frén en kallstart. Om du inte l&ter denna uppvarmningsperiod ta den tid som
behdvs kan hybridiseringsmikroplattan smalta. Se ytterligare anvisningar i Microplate Heater |
Anvandarhandbok (Microplate Heater | User Manual).

Om du anvander eft vattenbad under denaturerings- och hybridiseringsstegen ska du se fill att

vattenbadet ér 65 °C och att vattennivan ér tillrdcklig for att técka hela provméngden i réret.

Reagensberedning

Ta ut proverna och alla erforderliga reagenser fran kylen innan testningen inleds. Lat dem
uppn& 20-25 °C i 15-30 minuter. Bered PreservCyt och SurePath-prover innan du later
négra tidigare denaturerade prover och reagenser utjamnas fill rumstemperatur.

Om du kombinerar de bruksfardiga reagenserna fér en RCS-kérning av flera plattor, ska du
blanda enskilda flaskor noga och sedan kombinera rétt méangd reagens i ett rent, koniskt
engéngsrér av polypropylen.

Fér manuell testning bereds tvattbufferten och probblandningsreagenser under sarskilda steg i
testningen. For RCS-automatiserad testning bereds alla reagenser innan RCS-kérningen startar

och placeras p& RCS-déicket.
Bered DNR och DNR2, beroende p& vad som &r lémpligt, innan du bereder andra reagenser.

Kassera alla beredda reagenser (s&vida inget annat angetts) och reagensalikvoter nér testet

ar klart.

Anvénd tabell 1-5 nedan fér att bestdmma vilken volym som behévs fér varje reagens baserat
p& antalet tester/mikroplattor och testmetoden. Volymerna fér RCS-automatiserad testning

innefattar den tomma reagensvolymen som instrumentet behdver.

Tabell 1. Erforderliga volymer av beredda och bruksfardiga reagenser for manuell testning av
STM-prover och manuellt beredda PreservCyt- och SurePath-prover med postgradient cellpellet

Antal tester/strips Probblandning Tvattbuffert DR1 DR2
24/3 1.04 ml >1 liter 3 ml 3 ml
48/6 2.08 ml >1 liter 5 ml 5 ml
72/9 3.12ml >1 liter 7 ml 7 ml
96/12 4.16 ml >1 liter 12 ml 12 ml
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Tabell 2. Erforderliga volymer av beredda och bruksfardiga reagenser for RCS-automatiserad
testning av STM-prover, manuellt beredda PreservCyt- och SurePath-prover med postgradient
cellpellet, och SurePath och SurePath-prover med postgradient cellpellet beredda med anvéndning
av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

Antal mikroplattor Probblandning Tvéttbuffert DR1 DR2
<1 5.20 ml 10 ml 10 ml
3 liter
<1.5 6.24 ml 14 ml 14 ml
3 liter
<2 8.32 ml 18 ml 18 ml
3 liter
<2.5 9.36 ml 22 ml 22 ml
6 liter
<3 10.40 ml 26 ml 26 ml
6 liter
<3.5 12.48 ml 30 ml 30 ml
6 liter
<4 13.52 ml 34 ml 34 ml
6 liter

Tabell 3. Erforderliga volymer av beredda och bruksfardiga reagenser for RCS-automatiserad
testning av PreservCyt-prover beredda med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit

Antal
mikroplattor DNR Probblandning Tvdttbuffert DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.20 ml 10 ml 10 ml
3 liter
<1.5 2.2 ml 6.24 ml 14 ml 14 ml
3 liter
<2 2.4 ml 8.32 ml 18 ml 18 ml
3 liter
<2.5 2.4 ml 9.36 ml 22 ml 22 ml
6 liter
<3 2.6 ml 10.40 ml 26 ml 26 ml
6 liter
<3.5 2.6 ml 12.48 ml 30 ml 30 ml
6 liter
<4 2.8 ml 13.52 ml 34 ml 34 ml
6 liter
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Tabell 4. Erforderliga volymer av beredda och bruksfardiga reagenser for manuell testning av
PreservCyt-prover beredda med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit

Antal
tester/strips
DNR DNR2 Probblandning Tvéttbuffert DR1 DR2
24/3 0.6 ml 1.0 ml 1.04 ml 3 ml 3 ml
> 1 liter
48/6 0.6 ml 2.0 ml 2.08 ml 5 ml 5 ml
> 1 liter
72/9 0.6 ml 2.5 ml 3.12 ml 7 ml 7 ml
> 1 liter
96/12 0.6 ml 5.0 ml 4.16 ml 12 ml 12 ml
> 1 liter

Tabell 5. Erforderliga volymer av beredda och bruksfardiga reagenser for RCS-automatiserad
testning av PreservCyt-prover beredda med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit

Antal
mikroplattor DNR DNR2 Probblandning Tvdttbuffert DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.0ml 5.20 ml 10 ml 10 ml
3 liter
<1.5 2.2 ml 5.5 ml 6.24 ml 14 ml 14 ml
3 liter
<2 2.4 ml 6.5 ml 8.32 ml 18 ml 18 ml
3 liter
<2.5 2.4 ml 7.7 ml 9.36 ml 22 ml 22 ml
6 liter
<3 2.6 ml 8.8 ml 10.40 ml 26 ml 26 ml
6 liter
<3.5 2.6 ml 10.0 ml 12.48 ml 30 ml 30 ml
6 liter
<4 2.8 ml 11.0 ml 13.52 ml 34 ml 34 ml
6 liter

Denatureringsreagens

Satsen med 1 platta kommer med 50 ml denatureringsreagens och satsen med 4 plattor kommer
med 2 x 100 ml denatureringsreagens. Se till att du bereder DNR i enlighet med volymen som

tillhandahalls f6r den relevanta satsen.
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Obs!

® beredd form &r DNR stabilt i 3 ménader vid 2-8 °C.

e Onm fargen bleknar, tillsétt ytterligare 3 droppar indikatorférg och blanda noggrant fére

anvéndning

50 ml flaska

1. Tillsatt 5 droppar indikatorférg i flaskan med 50 ml denatureringsreagens.
2. Blanda noggrant.
DNR ska ha en homogen, mérklila farg.

3. Mark DNR med det nya utgéngsdatumet.

100 ml flaska

1. Tillsatt 10 droppar indikatorférg i flaskan med 100 ml denatureringsreagens.
2. Blanda noggrant.
DNR ska ha en homogen, mérklila farg.

3. Mérk DNR med det nya utgéngsdatumet

Denatureringsreagens 2

Obs! DNR2 krévs bara fér testning av PreservCytprover som beretts med anvéndning av
QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit.

1. Mark ett rent, koniskt engangsrér av polypropylen med "DNR2”.

2. Tillsétt den volym som behdvs av N2-buffert (se tabell 6 nedan) till den markta behéllaren.
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Tabell 6. Beredning av DNR2

Erforderlig volym av DNR2 Volym av N2-buffert Volym av D2-buffert Indikatorfdrg

1.0 ml 0.4 ml 0.6 ml
1-2 droppar

2.0 ml 0.8 ml 1.2 ml
1-2 droppar

2.5 ml 1.0 ml 1.5 ml
1-2 droppar

5.0 ml 2.0 ml 3.0 ml
1-2 droppar

5.5 ml 2.2 ml 3.3ml
1-2 droppar

6.5 ml 2.6 ml 3.9 ml
1-2 droppar

7.7 ml 3.1 ml 4.6 ml
1-2 droppar

8.8 ml 3.5ml 5.3 ml
1-2 droppar

10.0 ml 4.0 ml 6.0 ml
1-2 droppar

11.0 ml 4.4 ml 6.6 ml
1-2 droppar

3. Tillsatt den volym som behdvs av D2-buffert (se tabell 6 ovan) till den markta behallaren.

4. Tillsatt den volym som behévs av indikatorférg (se tabell 6 ovan) till den méarkta behéllaren.
Obs! Anvénd den indikatorférg som medfélier digene HC2 High-Risk HPV DNA-testkitet.

5. Vortexblanda i minst 10 sekunder.

Obs! Efter beredning dr DNR2 stabilt i 8 timmar vid 15-30 °C.

Probblandning

® For manuell testning ska probblandningen beredas under provdenatureringsinkubation (s&
som ar lampligt, se "Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-prover”,
sida 47, eller “"Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och DNA-eluat fér manuell
testning”, sida 44).

® Var extremt forsiktig fér att forhindra RNas-kontamination. Anvénd pipettspetsar med
aerosolbarridr nar proben pipetteras.

® Probspddningsvétska &r viskds. Kontrollera att en synlig virvel bildas nér probblandningarna

bereds; ofullstéindig blandning kan leda till reducerad signal.

e Onm flera flaskor med proben kombineras fér RCS-automatiserad testning, ska proben slé&s

ihop i en flaska och blandas med pipettering..
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1. For att undvika att proben fastnar i flasklocket ska varje flaska med prob centrifugeras

kortvarigt s& att vatskan hamnar i flaskans botten.
2. Knacka férsiktigt pé flaskan for att blanda.
3. Bestdm hur stor mangd av probblandning som behdvs:

Rekommendation: Bered litet extra probblandning fér att técka upp fér volymen som kan gé&
forlorad i pipettspetsarna eller p& flaskans sidor. Volymerna som anges i tabell 1-5 ovan,

innefattar den rekommenderade extra volymen.

Manuell testning. Bestam vilka volymer som behévs for en probspadning pa 1:25 i
probsp&dningsvétska for aft bereda probblandningen (25 pl/test). Volymer anges i Tabell 1,

sida 31, och Tabell 4, sida Errorl Bookmark not defined., s& som ér tillampligt.

RCS-automatiserad testning: Anvand volymerna som anges i Tabell 2, sida 32, Tabell 3,
sida Errorl Bookmark not defined., eller Tabell 5, sida Error! Bookmark not defined., s&
som ar tillampligt.

4. Mark en ny engdngsbehallare med “Hdgrisk-HPV-probblandning”.
Beroende p& antalet tester rekommenderas ett polypropylenrér p& 5 ml eller 15 ml med rund
botten och snépplock.

5. Tillsatt den volym som behdvs av probspdadningsvatska (se tabell 7 nedan) till det markta roret.

6. Pipettera den méngd som behdvs av hégrisk-HPV-proben i probspadningsvéatskan (se tabell 7
nedan) genom att placera pipettspetsen mot rérets innervagg strax ovanfér menisken och

sedan trycka ut innehdllet.

Viktigt: Doppa inte spetsen i probspédningsvétskan.

Tabell 7. Beredning av probblandning

Erforderlig volym probblandning Volym av probspédningsvétska Volym av hégrisk-HPV-prob
1.04 ml 1.0 ml 40 pl
2.08 ml 2.0 ml 80 pl
3.12 ml 3.0 ml 120 l
4.16 ml 4.0 ml 160 pl
5.20 ml 5.0 ml 200 pl
6.24 ml 6.0 ml 240 pl
8.32 ml 8.0 ml 320l
9.36 ml 9.0 ml 360 pl
10.40 ml 10.0 ml 400 pl
12.48 ml 12.0 ml 480 pl
13.52 ml 13.0 ml 520

7. Vortexblanda i minst 5 sekunder vid maximal hastighet fér att blanda noggrant.
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En synlig virvel méste framstdllas.

Tvattbuffert

For manual testing, prepare the Wash Buffer during the hybrid capture step (see “Fér manuell
testning ska du bereda tvéttbufferten under hybridinféngningssteget (se “Hybridinféngning”,
sida 53).

Minimera exponering genom att tillsatta vatten till tvattbuffertkoncentratet vid beredning.
For den manuella mikroplattvéttningsmetoden bereds 3 liter tvéttbuffert i tvattanordningen.

Rekommendation: Var tredje manad bér tvattanordningen och slangarna rengéras med
0,5 % natriumhypokloritldsning och skéljas noga med destillerat eller avijoniserat vatten fér att

farhindra majlig kontamination av alkaliskt fosfatas som finns i bakterier och mégel.
Foér Automated Plate Washer: bered tvéttbufferten och férvara den i en vertéckt behéllare,
eller bered 1 liter och placera den i tvattbehéllaren till Automated Plate Washer.

Fér RCS-automatiserad testning, bered den angivna mangden (s& som dr tillampligt, se
Tabell 2, sida 32, Tabell 3, sida Error! Bookmark not defined., eller Tabell 5, sida Error!
Bookmark not defined.) i RCS+vétiflaskan

. Blanda tvéttbuffertkoncentratet val och tillsétt den volym som behdvs av tvéttbuffertkoncentrat

(se tabell 8 nedan) till den specificerade behéllaren.

. Tillsétt den volym som beh&vs av destillerat eller avjoniserat vatten (se tabell 8 nedan) till den

specificerade behéllaren.

Tabell 8. Beredning av tvittbuffert

Volym av destillerat eller avjoniserat

Volym av tvéttbuffert som behévs Volym tvéttbuffertkoncentrat vatten
1 liter 33.3ml 966.7 ml
2 liters 66.6 ml 1933.4 ml
3 liters 100.0 ml 2900.0 ml
6 liters 200.0 ml 5800.0 ml

. Placera en ren, luddfri pappershandduk éver éppningarna pé behdllaren och blanda vél.

. Férslut behéllaren for att férhindra kontamination eller avdunstning, eller placera den i

respektive instrument, beroende p& vad som ér tillampligt.
. Mark tvattbufferten med det nya utgéngsdatumet.
Obs! | beredd form ér tvétibufferten stabil i 3 manader vid 2-30 °C.
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Skapa plattlayouten

1. Skapa en plattlayout med anvdndning av analysprogramvaran fér digene -analysen med

digene-analysprotokoll fér HPV.

Se den tillampliga anvéndarhandboken till programvaran fér anvisningar om hur man skapar

en plattlayout med rétt positioner for kalibratorerna, kvalitetskontrollerna och proven..

Obs!

e Kalibratorerna, kvalitetskontrollerna och proverna kérs i en mikroplatta med en 8-brunnars

kolonnkonfiguration.

e Testa kalibratorerna och kvalitetskontrollerna i féljande positioner p& mikroplattan (se
Figur 1, sida 39):

112 e e e e

I ®

Replikat av negativ kalibrator (NC) i mikroplattbrunnarna A1, B1, C1
Replikat av hégrisk-HPV-kalibrator (HRC) i mikroplattbrunnarna D1, E1, F1
Lagrisk-HPV-kvalitetskontroll (QC1-LR) i mikroplattbrunn G1
Hagrisk-HPV-kvalitetskontroll (QC2-HR) i mikroplattbrunn H1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NC QC2-HR
@ HRC Sample

W Qcl-IR
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Figur 1: Position for kalibratorer, kvalitetskontroller och prover pa mikroplattan.

Viktigt: Vid utfsrande av RCS-automatiserad testning ska du anvénda RCS-specifika
analysprotokoll fér att skapa platlayouten och framstdlla resultat. De definierade
parametrarna fér de RCS-specifika analysprotokollen skiljer sig frén analysprotokollen fér

manvuell testning (se “"Cutoff-berdkning”, sida 62).

2. Placera kalibratorer, kvalitetskontroller och prover som ska testas i ett stall for

provinsamlingsror eller provstdll i den f5ljd som de ska festas.

Viktigt: Under RCS-automatiserad testning &r det mycket vikfigt aft plattlayouten motsvarar rétt
prover som testas fér att férhindra rapportering av felaktiga provresultat. Fér varje provstdll
och lock som anvands mdste du bekrdfta att serienumren matchar varandra och, om
tillampligt, mérka varje provstdll och lock i enlighet med den ordningsfélid som ska testas i

RCS. Anvand en penna och etikett som inte tvattas bort i vattenbadet p& 65 °C.
Provberedning

PreservCyt- och SurePath-prover maste beredas fére testning med digene HC2 High-Risk HPV
DNAdestet. Beroende pd vilken typ av provberedning som utférs, ér de beredda proverna redo
for olika steg av digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.

Féljande metoder for provberedning ér tillgangliga:

e Automatiserad provberedning av PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP
HPV Media-kit

e Automatiserad provberedning av SurePath-prover och postgradienta cellpelletar med
anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

e Automatiserad provberedning av PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP
AXpH DNAkit

® Manuell provberedning av PreservCyt-prover

® Manuell provberedning av SurePath postgradienta cellpelletar

Provberedning av PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV
Media-kit

[Ti se bruksanvisningen till QIAsymphony DSP HPV Media-kitet (QIAsymphony DSP HPV Media
Kit Instructions for Use (Handbook)) nér det galler anvisningar fér beredning av PreservCyt-prover
med anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet.
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Important: The sample exiracts produced as a result of sample preparation of PreservCyt Viktigt:
Provextrakten som producerats som eft resultat av provberedning av PreservCyt-prover med
anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Mediakit kan endast testas med RCS. Manuellt utférande

av festet med provextrakt @r inte validerad.

Resultatet av provberedning av PreservCyt-prover med anvandning av QlAsymphony DSP HPV
Media-kitet &r provextrakt i en hybridiseringsmikroplatta med den férsta kolonnen tom.
Provextrakten innehéller magnetiska partiklar, STM och DNR och &r redo fér RCS-automatiserad
testning vid denatureringssteget. Kalibratorerna, kvalitetskontrollerna  och  provextrakten
denatureras  samtidigt i hybridiseringsmikroplattan under RCS-automatiserad testning  (se
"Denaturering och hybridisering av prover beredda med anvéndning av QlAsymphony SP”,
sida 44).

['[il Nar du utfsr RCS-automatiserad testning av prover som beretts med QIAsymphony SP, se
Rapid Capture System Anvéndarhandbok — Utféra digene HC2 DNA-tester med anvandning av
QIAsymphony SP-bearbetade prover (Rapid Capture System User Manual — Performing digene
HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples) fér anvisningar om hur man slutfér

testning.

Provberedning av SurePath-prover och SurePath postgradienta cellpelletar med
anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

[li se bruksanvisningen till QIAsymphony DSP HPV Media-satsen fér anvisningar om beredning
av SurePath-prover och SurePath-prover med postgradient cellpellet med anvandning av
QIAsymphony DSP HPV Media-satsen.

Viktigt: Provextrakten som producerats som ett resultat av provberedning av SurePath-prover med
anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit kan endast testas med RCS. Manuellt utférande

av testet med provextrakt &r inte validerad

Resultatet av provberedning av SurePath-prover och SurePath postgradient cellpellet-prover med
anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media Kit &r kalibratorer, kvalitetskontroller och
provextrakt i en hybridiseringsmikroplatta som &r klar fér RCS-automatiserad testning vid

hybridiseringssteget i testet

['[il Nar du utfér RCS-automatiserad testning av prover som beretts med QlAsymphony SP, se
Rapid Capture System Anvéndarhandbok — Utféra digene HC2 DNA-tester med anvandning av
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QIlAsymphony SP-bearbetade prover (Rapid Capture System User Manual — Performing digene
HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples) fér anvisningar om hur man slutfér

testning.

Provberedning av PreservCyt-prover med anvandning av QlAsymphony DSP AXpH
DNAkit

[[i] Se handboken till QlAsymphony DSP AXpH DNAitet (QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit

Handbook) fér anvisningar om provberedning av PreservCytprover.

Resultatet av provberedning av PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH
DNAkitet &r DNA-eluat i en hybridiseringsmikroplatta med den férsta kolonnen tom. DNA-eluaten
ar redo for denatureringssteget i testet. Kalibratorerna, kvalitetskontrollerna och DNA-eluaten
denatureras samtidigt p& hybridiseringsmikroplattan (se “Denaturering och hybridisering av

prover beredda med anvéndning av QlAsymphony SP”, sida 44).
Manuell provberedning av PreservCyt-prover

il se bruksanvisningen till digene HC2 Sample Conversion-kit néar det gdller manuell

provberedning av PreservCyt-prover.

Manuell provberedning av PreservCytprover med anvéndning av digene HC2 Sample
Conversion-kit leder till prover som &r redo for hybridiseringssteget i testet. Bered kalibratorerna
och kvalitetskontrollerna separat (se “Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-

prover”, sida 47).
Manuell provberedning av SurePath postgradienta cellpelletar

Manuell provberedning av SurePath postgradienta cellpelletar leder till prover som ar redo for
hybridiseringssteget i testet. Bered kalibratorerna och kvalitetskontrollerna  separat  (se

"Denaturation of calibrators, quality controls and STM specimens”, sida Errorl Bookmark not

defined.).

Viktigh Om cellpelleten fér SurePath-provet verkar innehélla mindre &én 1 ml efter
gradientcentrifugering, @ér den postgradienta cellpelleten inte lampligt for testning med digene

HC2 High-Risk HPV DNA-testet effersom SurePath-konserveringsvétskan inte fillsattes efter cytologi.

1. Utjadmna SurePath postgradienta cellpelletar till rumstemperatur och bekréfta att den

observerade vitskevolymen &r lika med cirka 2,8 ml.
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2. Centrifugera SurePath postgradienta cellpelletar i en rotor med en svangande bagare vid 800

+ 15 xgi 10 +1 minuter.
3. Avldgsna réren frén centrifugen.

4. Omedelbart efter centrifugering ska supernatanten dekanteras férsiktigt och varje rér ska
forsiktigt torkas av cirka 3 génger pd& Kimtowelstorkar eller motsvarande luddfria

pappershanddukar fér att avldgsna dverskott pa vatska. Observera pelleten i varje rér.

Viktigt: Lat inte cellpelletarna glida ned i réret under torkning.

5. Placera réren i stéllet.
6. Tillsatt 200 pl STM till varje pellet med en repeterande eller enkanalig pipett.

7. Resuspendera varje pellet genom att vortexblanda varje rér individuellt i 15 sekunder vid hég

hastighet.
Om det ar svért att resuspendera pelleten kan du vortexblanda i ytterligare 5-30 sekunder
eller tills pelleten flyter fritt fréin rérets botten och verkar 16sas upp.

Obs! Rér kan blandas utan lock.

8. Pipettera 100 pl av DNR i varje SurePath-prov med en repeterande eller enkanalig pipett.
Viktigt: Se till att du inte vidrér sidorna i réret for att férhindra korskontaminering av proverna.
9. Blanda varje rér noga genom att vortexblanda dem individuellt, vid hég hastighet, i minst
5 sekunder.
Obs! Ror kan blandas utan lock.
10.Mérk digene HC2 Sample Conversionrér eller 15 ml koniska rér med lamplig
providentifiering och -typ (t.ex. "SP” for eft SurePath-prov) och sétt réren i ett rorstall.
Obs! Vid RCS-automatiserad testning méste digene HC2 Sample Conversion-rér anvéndas.
11.Overfor hela volymen till tillampligt 15 ml koniskt rér med en 7 ml Sverforingspipett for
engéngsbruk med standardspets eller motsvarande.
12.F3rslut de koniska réren och satt dem i eft rorstall.
13.Inkubera réren i ett vattenbad p& 65 + 2 °C i 90 + 5 minuter.
Obs! Denna inkubationstid &r léngre @n vad som behévs fér andra godkénda provtyper.

Om testning ska slutféras samma dag, ska du denaturera kalibratorer och kvalitetskontroller

(se "Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-prover”, sida 47).

14.Avlagsna rorstallet fran vattenbadet efter inkubationen.
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Om du anvéander ett provstall far det inte svalna innan du tar bort stéllets lock. Fortsatt

omedelbart med testningen eller avlégsna stéllets lock och DuraSeal-rérférseglingsfilmen.

Obs! Om provstdllet svalnar kan réren fastna vid stéllets lock varefter deras innehdll kan

spillas ut.
Beredda SurePath-prover kan:

e Testas omedelbart (g& vidare till “"Hybridization of prepared STM samples and manually

prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples,” sida 49)

® Forvaras (se "Optional stop point of prepared STM samples and manually prepared

PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples,” sida 48)
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Denaturering och hybridisering av prover beredda med anvéandning av

QlAsymphony SP

Resultatet av provberedning i QlAsymphony SP &r en
hybridiseringsmikroplatta som innehéller minst de beredda proven.

Om PreservCyt-prover bereds med anvéndning av QIAsymphony SP &r den férsta kolonnen i
hybridiseringsmikroplattan tom. Innehdllet i mikroplattan &r redo fér denatureringssteget i testet.
Kalibratorerna och kvalitetskontrollerna tillsatts till hybridiseringsmikroplattan antingen manuellt

eller under RCS-automatiserad testning, varefter denatureringssteget utfors

Om SurePath-prover eller SurePath-prover med postgradient cellpellet bereds med anvéndning av
QlAsymphony SP innehéller den férsta plattan de beredda proverna med de denaturerade
kalibratorerna och  kvalitetskontrollerna  pipetterade i den  férsta  kolonnen i
hybridiseringsmikroplattan. Innehdllet i mikroplattan &r redo fér RCS-automatiserad testning i

hybridiseringssteget i festet.

Viktigt: Provextrakten som producerats som ett resultat av provberedning med anvéndning av
QlAsymphony DSP HPV Media-satsen kan endast testas med RCS. Manuellt utférande av testet

med provexirakt &r inte validerad.

[l Nar du utfér RCS-automatiserad testning av prover som beretts med QlAsymphony SP, se
Rapid Capture System Anvéndarhandbok — Utféra digene HC2 DNA-tester med anvéndning av
QIlAsymphony SP-bearbetade prover (Rapid Capture System User Manual — Performing digene
HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples) fér anvisningar om hur man slutfér

testning.
Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och DNA-eluat fér manuell testning

® Denna procedur &r avsedd fér manuell testning av PreservCyt-prover beredda med
anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit. Om du utfér RCS-automatiserad testning,
se Rapid Capture System Anvéndarhandbok — Utféra digene HC2 DNA-tester med
anvandning av QlAsymphony SP-bearbetade prover (Rapid Capture System User Manual —
Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples) for

anvisningar om hur man slutfér testning.

e Denaturering av kalibratorer och kvalitetskontroller utférs med anvéndning av DNR, medan

denatureringen av DNA-eluaten utférs med anvéndning av DNR2.

1. Vortexblanda varje kalibrator och kvalitetskontroll i 10 sekunder p& maximal instélining.
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. Vand varie rér for att f& med material frén rérlocket.
. Avlagsna locken frén kalibrator- och kvalitetskontrollréren och kassera.

. Anvand en enkanalspipett och tillsatt 50 pl av tillamplig kalibrator eller kvalitetskontroll i

botten p& en tom brunn pa hybridiseringsmikroplattan enligt den skapade plattlayouten.

Om kalibratorn och kvalitetskontrollerna ska anvéndas fér ytterligare testning, férsluter du
réren med nya lock fér provtagningsrér, marker dem med eft nytt utgdngsdatum och férvarar
dem vid 2-8 °C.

Obs! De éppnade, icke denaturerade kalibratorerna och kvalitetskontrollerna &r stabila i 3
ménader vid 2-8 °C.

. Vortexblanda de beredda DNR och DNR2 noga, och férdela dem i alikvoter i en lampligt
markt reagensbehéllare f6r engangsbruk.

Viktigt: Kontrollera att du fillsétter rétt reagens fill rétt kolonn pé eluatmikroplattan.

. Anvénd en 8-kanalspipett och fillsatt 25 pl DNR till den forsta kolonnen péa
hybridiseringsmikroplattan som innehéller kalibratorerna och kvalitetskontrollerna.

. Anvénd en 8-kanalspipett och tillsatt 25 pl DNR2 till varje brunn pé hybridiseringsmikroplattan

som innehdller ett DNA-eluat.

. Tack hybridiseringsmikroplattan med ett mikroplattlock och skaka i 30 sekunder p& Rotary
Shaker | instélld pa 1100 + 100 rpm.

. Placera mikroplattan i Microplate Heater | utigmnad till 65 + 2 °C och se fill att undvika sténk.

Inkubera hybridiseringsmikroplattan i 45 + 5 minuter.

Bered probblandningen under denna inkubation (se “Probblandning”, sida 35).

10.Ta bort hybridiseringsmikroplattan frén Microplate Heater I.

Denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller och DNA-eluat kan:

e f{drvaras (se "Valfri stoppunkt fér DNA-eluat”, sida 45)

e testas omedelbart (g& vidare till “"Hybridisering av DNA-eluat”, sida 46)

Valfri stoppunkt for DNA-eluat

Denaturerade DNA-eluat, inklusive kalibratorer och kvalitetskontroller, tdckta med ett

mikroplattlock, kan férvaras vid 2-8 °C i 2 veckor
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Hybridisering av DNA-eluat

1. Om hybridiseringsmikroplattan ~ som innehéller de denaturerade  kalibratorerna,
kvalitetskontrollerna och DNA-eluaten har férvarats, ska du avlégsna mikroplattocket och l&ta

hybridiseringsmikroplattan utjamnas fill 20-25 °C.

3. Vortexblanda probblandningen noga och férdela i alikvoter i en reagensbehéllare for
engdngsbruk.
4. Pipettera forsiktigt 25 pl av probblandningen i varje brunn pé hybridiseringsmikroplattan med

en 8-kanalspipett och nya spetsar fér varje probblandningstillsats.

Undvik stank och vidrér inte sidorna i brunnarna p& hybridiseringsmikroplattan.

5. Tack hybridiseringsmikroplattan med ett mikroplattlock och skaka i 3 + 2 minuter p& Rotary
Shaker | instélld p& 1 100 = 100 rpm (varv per minut).

Efter skakning ska kalibratorerna, kvalitetskontrollerna och DNA-eluaten bli gula.

Prover som fortfarande &r lila har eventuellt inte fétt rétt méngd probblandning. Tillsatt
ytterligare 25 pl probblandning till proverna som fortfarande ér lila och skaka igen. Om ett

prov fortfarande ér lila efter denna procedur ska provet testas igen.

6. Placera mikroplattan i Microplate Heater | utjamnad till 65 = 2 °C och se till aft undvika stank.

Inkubera hybridiseringsmikroplattan i 60 £ 5 minuter.

Fortsatt till “Hybridinféingning”, sida 53, for att fortsétta med testningen.

Denaturering och hybridisering av STM-prover och manuellt beredda
PreservCyt- och SurePath-prover med postgradient cellpellet

e Vid testning av manuellt beredda PreservCyt och SurePath-prover med postgradient cellpellet
behovs inte ndgot denatureringssteg for proverna. De kalibratorer och kvalitetskontroller som

kravs for testet ar dock denaturerade i enlighet med anvisningarna nedan.

® Vissa STM-prover kan innehélla blod eller andra biologiska material som kan délja
fargforandringarna vid tillsats av DNR. Prover som har en mérk férg fére tillsats av DNR kan
leda till att fargférandringen inte blir korrekt i detta steg. | dessa fall péverkar avsaknad av
korrekt férgforandring inte testresultaten. Du kan verifiera korrekt blandning genom att

observera férgférandringen hos kalibratorer och kontroller.
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Denaturering av kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-prover

e Avldgsna inte provtagningsinstrumentet frén provréret vid négot tillfélle.

e Blandning efter tillsats av DNR é&r ett avgérande steg. Det &r viktigt att allt provmaterial
kommer i kontakt med DNR f&r att férhindra falska positiva resultat.

® STM-prover som &r denaturerade med MST Vortexer 2-metoden mdste man anvénda metoden

III

"Hybridisering med en mikroplatta och Microplate Heater I” pé sida Error! Bookmark not

defined.. Metoden "Hybridisering med mikrorér och vattenbad” (sida Error] Bookmark not
defined.) har inte validerats med STM-proverna som &r denaturerade med MST Vortexer 2.

1. Avlagsna locken frén réren och kassera locken.
Viktigt: Lock som avldgsnats frén rér med STM-prover ska betraktas som potentiellt
smittsamma (se “Varningar och férsiktighet”, sida 21, f6r mer information).

2. Pipettera den specificerade volymen (se tabell 9 nedan) av DNR i réren med en repeterande
eller justerbar pipett.
Se till att du inte vidrér sidorna i réren for att férhindra korskontaminering av proverna.
Viktigt: Kiten med 1 respektive 4 plattor har olika volymer av hégrisk-HPV-kalibratorn.
Kontrollera att rétt volym av DNR ftillséitts.
Obs! Den volym av DNR som fillsétts motsvarar halva vétskevolymen i réret

Tabell 9. Tillsats av DNR

Kalibrator, kvalitetskontroll eller STM-prov Erforderlig volym av DNR
1000 pl
Negativ kalibrator, 2 ml
Hégrisk-HPV-kalibrator, 1 ml 500 pl
1000
HégriskHPV-kalibrator, 2 ml
Lagrisk-HPV- eller hdgrisk-HPV-kvalitetskontroll, 1 ml 500 pl
500 pl

STM-prov, 1 ml

3. Blanda réren med antingen MST Vortexer 2-metoden eller den manuella
vortexblandningsmetoden fér enskilda rér.
MST Vortexer 2-metod

a.  Tack réren med DuraSealfilm genom att dra filmen &ver réren i provstdllet.

b.  Placera stéllets lock dver de filmtackta réren och las det pé plats med de 2

sidoklédmmorna. Skar filmen med skdrinstrumentet.
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f.

g.

Flytta den réda spaken till UPP-laget s& att den &r végrat.

Placera provstdllet sékert inom skenorna p& MST Vortexer 2 och med hdrnet med
storst skéror placerat i det hégra, frémre hornet. Sakra provstdllet genom att flytta den

|II

roda spaken till “nedatlaget” sé& att den ar lodrat.

Kontrollera att hastighetsinstéllningen &r vid 100 (maximal hastighet), och sétt PA
MST Vortexer 2.

Vortexblanda réren i 10 sekunder.

Stéing AV MST Vortexer 2.

Avlagsna provstallet fran MST Vortexer 2 genom att flytta den réda spaken fill uppétlaget.

Manuell vortexblandningsmetod fér enskilda rér

a.

b.

C.

d.

Forslut roren igen med nya provrorsskruvlock.
Blanda varje rér noga genom att vortexblanda dem individuellt, vid hég hastighet, i

minst 5 sekunder.

Viktigt: Under blandning méste en synlig vétskevirvel observeras som skéljer dver

hela rérets insida.
Vénd varje rér en gang for att skdlja rorets insida, locket och kanten.

Satt réret i stéllet igen.

Vétskan i réret ska fargas lila

4. Inkubera réren i ett stdll i eft vattenbad p& 65 + 2 °C i 45 + 5 minuter.

Fér manuell testning, bered probblandningen som behévs under denna inkubation (se
“Probblandning”, sida 35).

5. Avlagsna réren fran vattenbadet efter inkubationen.

Om du anvdnder ett provstéll f&r det inte svalna innan du tar bort stéllets lock. Fortsatt

omedelbart med testningen eller avlégsna stéllets lock och DuraSeal-rérférseglingsfilmen.

Note: If the specimen rack cools, tubes may stick to the rack lid and subsequently spill.

Denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-prover kan:

e Forvaras (se "Optional stop point of prepared STM samples and manually prepared

PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples,” sida 48)

e Testas omedelbart (gé vidare till “Hybridization of prepared STM samples and manually

prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples,” sida 49)

Valfri stoppunkt for beredda STM-prover och manuellt beredda PreservCyt- och

SurePath-prover med postgradient cellpellet

Viktigt: Denaturerade prover fér inte férvaras eller transporteras pd kolsyreis.
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Alla beredda prover, inklusive kalibratorer och kvalitetskontroller, kan férvaras vid 2-8 °C &ver
natten eller vid =20 °C i upp till 3 manader. Prover fér frysas och tinas maximalt 3 gé&nger och

forvaras maximalt 2 timmar i rumstemperatur under varie tiningscykel.

For forvaring Sver natten vid 2-8°C i provstdllet ska proven tdckas med DuraSeal-

rorforseglingsfilm och stéllets lock ska séttas pé.

For forvaring vid =20 °C i provstdllet ska stdllets lock och DuraSealfilmen avlédgsnas och

tillampliga lock ska placeras pd réren.

Hybridisering fér beredda STM-prover och manuellt beredda PreservCyt och SurePath-
prover med postgradient cellpellet

[[i Vid utférande av RCS-automatiserad testning av STM-prover eller manuellt beredda
PreservCyt- och SurePath-prover med postgradient cellpellet, se Rapid Capture System

Anvédndarhandbok fér anvisningar om hur man slutfér testning.

Om de denaturerade kalibratorerna, kvalitetskontrollerna eller proverna har férvarats, maste de
f& utjamnas till 20-25 °C och, om de férvaras i ett provstdll, ska locken avldgsnas frén réren och

kasseras.

e Tv& hybridiseringsmetoder ér tillgéngliga fér STM-prover och manuellt beredda PreservCyt-
och SurePath-prover med postgradient cellpellet: “Hybridisering med mikroplatta och

|/I

Microplate Heater 1” och “Hybridisering med mikrorér och vattenbad”.

e Till STM-prover som &r denaturerade med MST Vortexer 2-metoden méste man anvénda
"Hybridisering med en mikroplatta och Microplate Heater |” p& sida Error! Bookmark not
defined.. "Hybridisering med mikrorér och vattenbad” (sida Errorl Bookmark not defined.)

har inte validerats med STM-proverna som &r denaturerade med MST Vortexer 2.

® Probblandning &r viskds. Kontrollera att probblandningen &r val blandad och att den volym
som behdvs dispenseras fullstandigt i varje brunn pd hybridiseringsmikroplattan eller i

hybridiseringsmikroréret.

e Nar provet dverférs till hybridiseringsmikroplattan eller hybridiseringsmikroréret méste du
undvika att vidréra sidorna pé& brunnarna pé hybridiseringsmikroplattan eller
hybridiseringsmikrordren eftersom falska positiva resultat kan uppkomma om prover inte
dverfors forsiktigt. Begrdnsa bildandet av luftbubblor. Anvénd en ren, extra-ldng pipettspets

for varje dverforing for att undvika korskontamination.
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Hybridisering med en mikroplatta och Microplate Heater |

1. Ta fram och mérk en hybridiseringsmikroplatta.
2. Vortexblanda med en av féljande metoder:

Kalibratorer, kvalitetskontroller eller STM-prover med MST Vortexer 2

a.  Tack réren om s& dnskas med DuraSeal-rorférseglingsfilm och sdkra stallets lock p&

provstallet.
b.  Vortexblanda provstéllet i minst 5 sekunder med hégsta hastighet.

c.  Placera omedelbart provstdllet pd bénken och dppna sparrarna. Lyft stéllets lock cirka
1 cm och flytta det fSrsiktigt &t vanster och hoger for att frigéra rér som eventuellt har
fastnat pa DuraSeal-rérforseglingsfilmen. Ta bort stéllets lock genom aft lyfta det rakt

upp tills det slépper fran provstallet.
d.  Dra forsiktigt bort DuraSeal-rorférseglingsfilmen fran locket och kasta den.

PreservCyt eller SurePath-prover med MST Vortexer 2

a.  Tack réren om s& dnskas med DuraSeal-rorforseglingsfilm och sékra stéllets lock pé&
provstdllet.

b.  Vortexblanda konverteringsstallet i minst 10 sekunder med hégsta hastighet.

c.  Placera omedelbart provstdllet pa banken och dppna sparrarna. Lyft stallets lock cirka
1 cm och flytta det forsiktigt &t vanster och héger for att frigéra rér som eventuellt har
fastnat pa DuraSeal-rérférseglingsfilmen. Ta bort stéllets lock genom aft lyfta det rakt

upp tills det slapper fran provstéllet.
Dra forsiktigt bort DuraSeal-rérférseglingsfilmen frén locket och kasta den.

Alla provtyper med vortexblandare

Vortexblanda varje rér individuellt i minst 5 sekunder.
3. Anvand EXPAND-4-pipetten eller en enkanalspipett med en extra lang pipettspets och dverfér
75 pl av varje kalibrator, kvalitetskontroll eller prov till botten p& en tom brunn pé en

hybridiseringsmikroplatta enligt den skapade plattlayouten.

Om proverna ska sparas férsluter du denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-
prover med nya skruvlock till provrér, och placerar originallocket fill varje prov p& PreservCyt-

och SurePath-proverna med postgradient cellpellet.

Obs! Férvara proverna enligt grdnsvardena som anges i “Optional stop point of prepared
STM samples and manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet

samples,” sida 48

4. Nar det sista provet har dverférts ska hybridiseringsmikroplattan téckas med ett mikroplatilock
och inkuberas i 10 minuter vid 20-25 °C.

5. Vortexblanda probblandningen noga och férdela i alikvoter i en reagensbehéllare fér

engdngsbruk.
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6. Pipettera férsiktigt 25 pl av probblandningen i varje brunn pé& hybridiseringsmikroplattan med

en 8-kanalspipett och nya spetsar for varje probblandningstillsats.
Undvik stank och vidrér inte sidorna i brunnarna p& hybridiseringsmikroplattan.

7. Tack hybridiseringsmikroplattan med eft mikroplattiock och skaka i 3 + 2 minuter p& Rotary
Shaker | instélld pa 1100 = 100 rpm (varv per minut).

Efter skakning ska kalibratorerna, kvalitetskontrollerna, STM-proverna och SurePath-proverna

bli gula och PreservCyt-proverna ska bli rosa.

Prover som fortfarande &r lila har eventuellt inte fatt rétt méngd probblandning. Tillséit
ytterligare 25 pl probblandning till proverna som fortfarande ér lila och skaka igen. Om ett

prov fortfarande ér lila efter denna procedur ska provet testas igen.

8. Placera mikroplattan i Microplate Heater | utjdmnad till 65 + 2 °C och se till att undvika sténk.

Inkubera hybridiseringsmikroplattan i 60 + 5 minuter.

9. Fortsatt till “Hybridinfangning”, sida 53, fér att fortsétta med testningen.
Hybridisering med mikrordr och vattenbad

1. Mark och placera erforderligt antal rena hybridiseringsmikrordr i mikrorérstéllet.

2. Vortexblanda varje kalibrator, kvalitetskontroll och provrér individuellt i minst 5 sekunder

innan du avldgsnar provet.

3. Anvénd en enkanalspipett med en extra l&ng pipettspets och éverfér 75 pl av varje kalibrator,
kvalitetskontroll eller prov fill botten pé det tillampliga hybridiseringsmikroréret enligt den

skapade plattlayouten.

Om proverna ska sparas férsluter du denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller och STM-
prover med nya skruvlock till provrér, och placerar originallocket fill varje prov p& PreservCyt-

och SurePath-proverna med postgradient cellpellet.

Obs! Férvara proverna enligt grdnsvardena som anges i “Optional stop point of prepared
STM samples and manually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet

samples,” sida 48.

4. Nar det sista provet har dverforts ska hybridiseringsmikroréren inkuberas i 10 minuter vid 20—
25 °C.

5. Vortexblanda probblandningen noga och férdela i alikvoter i en reagensbehéllare fér
engdngsbruk.

6. Pipettera forsiktigt 25 pl av probblandningen i varje hybridiseringsmikrorér med en 8-

kanalspipett och nya spetsar for varje rad.

Undvik stank och vidrér inte sidorna i hybridiseringsmikroréren.
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Inspektera stallet underifrén for att férsakra dig om att alla hybridiseringsmikrorér har fétt rétt

méngd probblandning.

7. Tack hybridiseringsmikroréren med en plattférseglare. Placera stdllets lock ovanpé stéllet.

Skaka mikrordrstallet i 3 + 2 minuter pd Rotary Shaker | instélld p& 1100 + 100 rpm.

Efter skakning ska kalibratorerna, kvalitetskontrollerna, STM-proverna och SurePath-proverna

med postgradient cellpellet bli gula och PreservCytproverna ska bli rosa..

Prover som fortfarande ér lila har eventuellt inte f&tt rétt méngd probblandning. Tillsétt
ytterligare 25 pl probblandning till proverna som fortfarande &r lila och skaka igen. Om eft

prov fortfarande &r lila efter denna procedur ska provet testas igen.
8. Inkubera mikrorérstallet i 60 + 5 minuter i ett vattenbad p& 65 + 2 °C.

Kontrollera att vattennivén i vattenbadet réicker for att técka hela volymen av

hybridiseringsmikrorér.
Obs! Mikrorérstallet flyter i vattenbadet.

9. Fortsatt till “"Hybridinfangning”, sida 53, for att fortsatta med testningen.
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Hybridinf&ngning

1. Avldgsna alla utom det erforderliga antalet brunnar pé inféingningsmikroplattan frén

plattramen.

2. légg tillbaka de oanvanda brunnarna till inféngningsmikroplattan i originalpésen och férslut
den.

3. Anvénd en mérkpenna fér att numrera varje kolonn i féljd och mérk inféngningsmikroplattan
med en tillamplig identifiering.

Proverna ftillsatts till brunnarna pd infangningsmikroplattan enligt den skapade plattlayouten.

4. Avlagsna forsiktigt, s& som ér tillémpligt, hybridiseringsmikroplattan frén Microplate Heater |

eller mikrororstallet frén vattenbadet.

Ta omedelbart av mikroplattlocket och légg det p& en ren yta eller ta av stéllets lock och dra

sakta platfdrseglaren upp och éver mikrordrstallet.

5. Anvdnd en 8-kanalspipett och &verfér hela innehdllet (cirka 100 pl) i brunnarna pé
hybridiseringsmikroplattan eller hybridiseringsmikroréren till botten av de motsvarande

brunnarna pé inf&ngningsmikroplattan.

Anvénd nya pipettspetsar for varje dverféring och |&t varje pipettspets tdSmmas helt for att se
till att det sker en fullstéindig provéverféring. Om sé dnskas kan pipetften stadgas genom att
mitten pd pipettspetsarna  far  vila p& den &Svre kanten av  brunnarna pé

infdngningsmikroplattan (se Figur 2, nedan).

/
B

—
Ratt Pipettera inte L&t infe spetsen
lodratt s& undviker vidréra brunnens
du stdnk. sida.

Figur 2. Korrekt pipettering.

6. Tack infangningsmikroplattan med mikroplattlocket eller en ny plattférseglare och skaka i 60
+ 5 minuter p& Rotary Shaker | med 1100 + 100 rpm vid 20-25 °C.
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Bered tvattbufferten under denna inkubation (se “Tvattbuffert”, sida 37).
7. Nar inkubationen &r klar tar du bort inf&ngningsmikroplattan fran Rotary Shaker | och
avlagsnar forsiktigt mikroplattlocket eller plattférseglaren.

8. Avlégsna vatskan frén brunnarna pé inf&ngningsmikroplattan genom att hélla ut den i en
vask; vand inféingningsmikroplattan upp och ner Sver vasken och skaka hért med en

nedatriktad rorelse.

Viktigt: Vénd inte tillbaka mikroplattan igen.
Kontrollera att du inte ger upphov till stank genom att dekantera alltfér néra vaskens botten.

9. Torka genom att knacka plattan hért 2-3 ganger pé rena Kimtowels-+torkar eller motsvarande
luddfria pappershanddukar.
Kontrollera att all vétska har avlégsnats fran brunnarna pé inféngningsmikroplattan och att

ovansidan pd inféngningsmikroplattan &r torr.

10.Fortsatt till “Hybriddetektion”, sida 55, fér att fortsétta med testningen.
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Hybriddetektion

e Utifér reagenstillsatser ver infdngningsmikroplattan frén vanster till héger med en 8-
kanalspipett. Torka av spetsarna pé en reagensbehéllare for engéngsbruk for att avlagsna

Sverskott pa reagens fore tillférsel till mikroplattan.

e Om inte en 8-kanalspipett anvands kan en repeterande pipett anvéndas. Alikvotera DR1 i eft

polypropylenrér med tillrécklig storlek for att rymma den volym som behdvs.

® Virekommenderar att den omvanda pipetteringstekniken anvénds fér att férbattra

enhetligheten fér reagenstillsats. Proceduren beskrivs nedan.

® Om s& dnskas kan pipetten stadgas genom att mitten pé pipettspetsarna fér vila pa den dvre
kanten av brunnarna pé inféingningsmikroplattan. Kontrollera att sidorna pé& brunnarna pé
infangningsmikroplattan inte vidrérs eftersom prover da kan korskontamineras (se Figur 2,
sida 53).

1. Blanda DR1 noga och &verfor forsiktigt tillémplig volym (om tillampligt, se Tabell 1, sida 31,
eller Tabell 4, sida Errorl Bookmark not defined.) i en ren reagensbehéllare for

engdngsbruk.
2.  Pipettera férsiktigt 75 pl av DR1 i varje brunn p& inf&ngningsmikroplattan med den

omvdanda pipetteringstekniken, pé féljande satt:

a.  Satt fast spetsar p& en 8-kanalspipett; kontrollera att alla spetsar sitter sckert.
b.  Tryck pipettkolven forbi det férsta stoppet till det andra stoppet.

c.  Sank ner spetsarna i reagenset.

d.  Slapp kolven sakta och l&t reagenset fylla spetsarna.

e.  Dispensera reagenset i brunnarna pé& mikroplattan genom att trycka ned kolven till det

forsta stoppet. Slapp inte kolven férrdn pipettspetsarna har sénkts ner i reagenset.

f. Fyll spetsarna igen och upprepa tills alla brunnar p& mikroplattan ér fyllda.

Se till att alla brunnar pé& infangningsmikroplattan &r fyllda genom att observera den rosa
fargens infensitet. Alla brunnar p& infangningsmikroplattan ska ha samma rosa

fargintensitet.

3. Tack inféngningsmikroplattan med ett mikroplattlock, ren Parafilm eller motsvarande, och
inkubera i 30-45 minuter vid 20-25 °C.

4.  Fortsatt till "Tvatt”, sida 56, for att fortsatta med testningen.
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Tvatt
Tvatta inféngningsmikroplattan med en av nedanst&ende metoder.
Metod for Automated Plate Washer

Automated Plate Washer ska alltid vara PA. Kontrollera att skéljbehdllaren &r fylld och att
avfallsbehdllaren &r tom. Automated Plate Washer skéljer rutinméssigt systemet for rengéring. Se
Automated Plate Washer Anvandarhandbok (Automated Plate Washer User Manual) for vidare

anvisningar.

o Se till aft tvattbehallaren ér fylld &tminstone till 1-litersmérket med tvattbuffert. Om inte, bered
tvattbufferten (se “Tvattbuffert”, sida 37).

o Se till aft skdljbehdllaren &r fylld med avjoniserat eller destillerat vatten.

o Se till att avfallsbehdllaren ér tom och att locket ér sékert fastsatt.

e Automated Plate Washer primas automatiskt fére varje tvétt och skéljs efter varije tvétt.

e Om endast en partiell strip med brunnar anvdnds pé en inféngningsmikroplatta, ska tomma
mikroplattbrunnar placeras i inféngningsmikroplattan fér att komplettera kolonnen fére tvétt.

1. Ta av mikroplattlocket och placera inféngningsmikroplattan pé& platformen till Automated Plate
Washer.

2. Se till att Automated Plate Washer ér PA, och att displayen visar Digene Wash Ready
(Digene-tvétt klar) eller P1.

3. Valj antalet strips som ska tvéttas genom att trycka p& knappen Rows (rader) och sedan pd +

eller — for att justera.
4. Tryck p& knappen Rows for att atergé till Digene Wash Ready eller P1.
5. Tryck p& knappen Start/Stop (starta/stoppa) fér att borja.

Automated Plate Washer utfér 6 fyllnings- och aspirationsomgéngar vilket tar cirka

10 minuter. Det gérs en kortvarig paus under programmet; ta inte ut mikroplattan fér tidigt.

Nar Automated Plate Washer @r klar med tvétten visar displayen “Digene Wash Ready” eller
/IP'l /I.

6. Ta bort infdngningsmikroplattan frén platiformen i Automated Plate Washer nér programmet

ar slut.

Infadngningsmikroplattan ska vara vit, och det ska inte vara ndgra rester av rosa vétska kvar i

brunnarna pé& inféingningsmikroplattan.

7. Fortsatt till “Signalférstérkning”, sida 58, for att fortsétta med testningen
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Manuell tvattmetod

1. Avlagsna DR1 fr&n brunnarna pé inf&ngningsmikroplattan genom att ldgga rena Kimtowels-

torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar ovanpé infangningsmikroplattan.

2. Setill att pappershanddukarna &r i kontakt med hela ytomrédet pé inféngningsmikroplattan,

och vénd forsiktigt upp och ner.
L&t inféingningsmikroplattan rinna av i 1-2 minuter.
4.  Lé&t torka vél pd rena Kimtowels-torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar.

Kassera noga de anvénda pappershanddukarna fér att undvika kontamination med alkaliskt

fosfatas.
5. Anvand tvéttanordningen for att tvétta inféngningsmikroplattan manuellt 6 génger.

For att f& en fillracklig tvatteffekt ska alla brunnar pé infdngningsmikroplattan dverflédas
med tvattbuffert.  Detta  avlagsnar  DR1  frén  toppen pd& brunnarna  pé
inféngningsmikroplattan. Tvétining bérjar med brunn A1 pé& inf&ngningsmikroplattan och
fortsétter p& et slingrande satt & hdger och nedat. Nar alla  brunnar pa
infdngningsmikroplattan &r fyllda, ska vatskan dekanteras i vasken med en kraftig
nedatriktad rérelse. Den andra tvatten bérjar med brunn H12 pé inféngningsmikroplattan
och fortsétter i en slingrande rorelse &t véanster och uppdt. Denna sekvens med 2 tvéttar

upprepas ytterligare 2 ganger fér totalt 6 tvéttar per brunn pé& inféingningsmikroplattan.

6.  Efter tvatt ska inféngningsmikroplattan torkas genom att den vénds upp och ner pé rena
Kimtowels-torkar eller motsvarande luddfria pappershanddukar. Knacka hért p& den 3-

4 ganger. Byt ut pappershanddukarna och gér om proceduren.

7. L&t inféngningsmikroplattan ligga upp och ned och rinna av 5 minuter. Torka
inféngningsmikroplattan en géng fill.
Inféngningsmikroplattan ska vara vit, och det ska inte vara négra rester av rosa vétska kvar
i brunnarna pé inféngningsmikroplattan.

8.  Fortsdtt till “Signalférstarkning”, sida 58, for att fortsétta med testningen.
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Signalférstarkning

® Anvand eft nytt par handskar nér du hanterar DR2.

e Utifér reagenstillsatser ver infdngningsmikroplattan frén vénster till héger med en 8-

kanalspipett.

e Om inte en 8-kanalspipett anvénds kan en repeterande pipett anvéndas. Alikvotera DR2 i ett

polypropylenrér med tillrécklig storlek fér att rymma den volym som behdvs.
e Tillsatt DR2 utan avbrott. Inkubationstiderna f6r brunnarna pé& inf&ngningsmikroplattan méste
vara s& nara varandra som mdjligt (utan uppehall mellan brunnarna).

e Kontrollera att du inte vidrér sidorna p& brunnarna pé inféngningsmikroplattan och att du inte

far reagensstank pé pipettspetsarna eftersom prover dé kan korskontamineras (se Figur 2,
sida 53).

1. Blanda DR2 noga och &verfér tillamplig volym (om tillampligt, se Tabell 1, sida 31, eller
Tabell 4, sida Error! Bookmark not defined.) i en ren reagensbehéllare fér engé&ngsbruk.

2. Pipettera forsiktigt 75 pl av DR2 i varje brunn pé& inféingningsmikroplattan med den omvénda
pipetteringstekniken som har beskrivits tidigare (se “Hybriddetektion”, sida 55).
Se till att alla brunnar pé& inféingningsmikroplattan har fyllts tillréckligt genom att observera
den gula fargens intensitet; alla brunnar pé inféngningsmikroplattan ska ha en likvérdig gul

fargintensitet.

3. Tack infangningsmikroplattan med ett mikroplattlock och inkubera vid
20-25°C i 15 minuter (och hégst 30 minuters inkubation).

Viktigt: Undvik direkt solljus.

4. Fortsatt till “Méta infdngningsmikroplattan och framstélla resultat”, sida 59, for att fortsatta

med testningen.
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Méta inféngningsmikroplattan och framstélla resultat

1. Mat infé&ngningsmikroplattan med ett DML-instrument.

Se anvandarhandboken till respektive programvara fér mer information om hur man méter en
inféngningsmikroplatta och framstdller testresultatsrapporter. Analysprogramvaran till digene-

analysen majliggér inmatning av viktig testinformation.

2. Om du inte anvénde en full infdngningsmikroplatta, tar du bort infédngningsmikroplattans
anvdnda brunnar fréan mikroplatramen, skéljer mikroplattramen noga med destillerat eller

avjoniserat vatten, torkar och sparar fér nésta test.
3. Kassera alla reagensalikvoter och beredda reagenser om inget annat anges.

Spad kvarvarande DNR i flaskan fére kassering i enlighet med nationella/lokala

laboratorieprocedurer.
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Tolkning av resultat

CO fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-estanalysen pd 1 pg/ml ar likvardigt med 100 000
HPV-kopior/ml eller 5 000 HPV-kopior per analys.

Resultat av testning av STM-prov

STM-prover med ett RLU/CO-vérde pé& > 1,0 betraktas som “positive” (positiva) fr 1 eller flera av
HPV-typerna 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 48.

STM-prover med ett RLU/CO-vérde < 1,0 betraktas som “negative” (negativa) eller “no HPV DNA
defected” (inget HPV-DNA detekterat) fér de 13 testade HPV-typerna. Antingen saknas hdgrisk-
HPV-DNA-sekvenser eller HPV-DNA-niv&erna &r lagre an testets detektionsgréns.

Resultat av testning av SurePath-prov

SurePath-prover med ett RLU/CO-vdrde p& > 1,0 betraktas som “positiva” for 1 eller flera av
HPV-typerna 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68.

SurePath-prover med ett RLU/CO-vérde < 1,0 betraktas som “negative” (negativa) eller “no HPV
DNA detected” (inget HPV-DNA detekterat) fér de 13 testade HPV-typerna. Antingen saknas HPV-

DNA:sekvenser eller HPV-DNA-nivaerna ar lagre an testets detektionsgrans.
Resultat av testning av PreservCyt-prov

PreservCyt-prover med ett RLU/CO-vérde pd > 1,0 betraktas som “positiva” fér 1 eller flera av
HPV-typerna 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 48.

PreservCyt-prover med ett RLU/CO-vérde < 1,0 betraktas som “negative” (negativa) eller “no HPY
DNA defected” (inget HPV-DNA detekterat) fér de 13 testade HPV-typerna. Antingen saknas
HPV-DNA-sekvenser eller HPV-DNA-niv&erna &r lagre an testets detektionsgréns.

For PreservCytprover med et RLU/CO-varde > 1,0 och < 2,5, rekommenderar QIAGEN aft

provet testas om, enligt féljande:

e OmRLU/CO ér > 1,0 vid den férsta omtestningen, ska provet rapporteras som “positivt.”

Ingen ytterligare testning behovs.
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e OmRLU/CO &r < 1,0 vid den férsta omtestningen, krévs ett andra omtest (eft tredje resultat).
Det andra omtestresultatet ar slutresultatet (< 1,0 ar negativt, > 1,0 ar positivt) och

rapporteras.
RLU/CO-varde nara 1,0

Om RLU/CO fér ett prov &r ndra, men lagre an 1,0, och en infektion av hégrisk-HPV missténks,

bor du évervaga alternativa testmetoder och/eller ett upprepat prov.
Andra HPV-typer

Eftersom denna analys endast detekterar hégrisk-HPV-yp 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 och 68, méste du ténka pé att det kan finnas andra lagrisk-HPV-typer i provet. Om du
testar specifikt for férekomsten av sexuellt dverforbar lagrisk-HPV, bér du anvénda digene HC2
HPV DNA-testet, vilket detekterar DNA fér bade lagrisk- och hagrisktyper av HPV.

Assay Calibration Verification

Analyskalibreringsverifiering utférs for att sdkerstélla aft reagenserna, kalibratorerna och
kvalitetskontrollerna fungerar som de ska, vilket mojliggér en noggrann bestémning av analys-
CO. Fér digene HC2 High-Risk HPV DNAtestet krévs analyskalibrering vid varije test; darfér ar
det nédvandigt att verifiera varje analys. Denna verifieringsprocedur @r inte avsedd att ersétta
infern kvalitetskontrolltestning.Acceptabla intervall fér analyskalibrering och kvalitetskontroller har
endast faststdllts for DML-instrument som godkénts av QIAGEN

Analyskalibrering utférs automatiskt av analysprogramvaran fér digene-analysen och skrivs ut i
dataanalysrapporten. Anvandare som har digene Qualitative Software version 1.03 eller tidigare
méste dock utféra analyskalibreringsverifiering manuellt innan patientresultat kan rapporteras.

Kontakta QIAGEN tekniska service fér mer information.

Testet méste uppfylla de specificerade kriterierna fér analyskalibrering. Om  négot av

nedanstdende kriterier ar ogiltigt kommer inte programvaran att tolka provresultaten.
Negativ kalibrator

NC méste testas i triplikat vid varje test. NC-medelvérdet méste vara > 10 och < 250 RLU och

variationskoefficienten (CV) méste vara <25 %. Om CV ar > 25 %, tar programvaran bort det
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RLU-vérde som dr langst bort frén medelvardet som ett avvikande vérde och rdknar om

medelvardet och CV med de kvarvarande vardena.

Om CV forifarande ér > 25 % &r analyskalibreringen ogiltig och testet méste upprepas fér alla

patientprover. | enlighet med detta ska du inte rapportera patientprovsresultat.
Positiv kalibrator

HRC maste testas i triplikat vid varje test. CV fér HRC maste vara < 15 %. Om CV ar > 15%, tar
programvaran bort det RLU-vérde som é&r ldngst bort frén medelvardet som ett avvikande vérde

och rdknar om medelvérdet och CV med de kvarvarande vérdena.

Om CV fortfarande &r > 15% ar analyskalibreringen ogiltig och testet méste upprepas fér alla

patientprover. | enlighet med detta ska du inte rapportera patientprovsresultat.
Medelvarde for positiv kalibrator /medelvarde for negativ kalibrator

Programvaran anvénder HRCX och NCX for att berdkna HRCX/NCX. Ett giltigt HRCX/NCX
definieras som 2,0 < HRCX/NCX < 15.

Om HRCX/NCX &r < 2,0 eller > 15, ar analyskalibreringen ogiltig och testet maste upprepas

for alla patientprover. | enlighet med detta ska du inte rapportera patientprovsresultat.
Cutoff-berakning

Analysprogramvaran  fér  digene-analysen  beréknar  och  rapporterar  RLU/CO  och
positiva/negativa resultat f6r alla prover. CO fér bestamning av positiva prover &r HRCX.
Analysprogramvaran fér digene-analysen anvénder provets RLU-vérden for att uttrycka resultat
som prov-RLU/CO.

For RCS-automatiserad testning applicerar RCS-HPV-analysprotokollet en
kalibreringsjusteringsfaktor (CAF) p& 0,8 pé& giltigt HRCX. Denna CAF kravs for att
prestandaegenskaperna fér RCS-automatiserad testning ska forbli likvardiga med den manuella
testningen. CAF appliceras endast pd RCS-automatiserade testresultat; darfér ar det mycket viktigt

att vélja ratt analysprotokoll for att framstélla korrekta testresultat.
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Kvalitetskontroller

Kvalitetskontrollprover tillhandahélls med digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet och méste
anvdndas fér intern kvalitetskontroll. De medféljande kvalitetskontrollerna &r klonade HPV-DNA-
mé&l och &r inte harledda frén HPV av vildtyp. Detta ér samma typ av material som anvénds for
de medféliande kalibratorerna. Ytterligare kvalitetskontroller kan testas enligt riktlinjerna eller
kraven i nationella eller lokala regelverk eller ackrediteringsorganisationer. De tillhandahélina
kvalitetskontrollerna fungerar inte som en lamplig kvalitetskontroll fér bearbetningen av

PreservCytl3sning eller SurePath-konserveringsvétska.

Se den tillampliga anvéndarhandboken fér analysprogramvaran fér digene-analysen for
anvisningar om hur man matar in lotnumren och utgdngsdatumen fér kvalitetskontrollerna. Fér att
en analys ska vara giltig maste RLU/CO fér varje kvalitetskontroll hamna inom de definierade

kriterierna s& som specificeras i tabell 10 nedan.

Om kvalitetskontrollerna inte ligger inom dessa intervall ér analysen ogiltig och testet méste

upprepoas. | enlighet med detfta ska du inte rapportera patientresultat.

Tabell 10. Kriterier for kvalitetskontroll av analysvaliditet

Kvalitetskontroll Minimum (RLU/CO) Maximum (RLU/CO) CV (%)
QCI1-R 0.001 0.999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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Limitations

e digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet for HPV-typ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,

58, 59 och 68 rekommenderas inte fér bedémning av misstankta sexuella dvergrepp.

® Prevalensen av HPV-infektion i en population kan péverka prestandan. Positiva prediktiva
varden minskar ndr man testar populationer med lég prevalens eller individer utan risk for

infektion.

e Ett negativt testresultat utesluter inte majligheten f8r HPV-infektion eftersom mycket laga nivéer
av infektion eller provtagningsfel kan ge upphov fill ett falskt negativt testresultat. Dessutom
detekterar inte detta test DNA av l&grisk-HPV-typ (6, 11, 42, 43 och 44).

® Infektion med HPV &r ingen definitiv indikator pa férekomsten av hdggradig cervixsjukdom,
inte heller innebar den i samtliga fall att héggradig cervixsjukdom eller cancer kommer att

utvecklas.

® Det forekommer en viss korshybridisering mellan High-Risk HPV-proben och HPV-yp 6, 11,
40, 42, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 och MM®. Patienter som har prov som
innehdller héga nivéer av dessa HPV-typer kan felaktigt bli remitterade till kolposkopi (15,
35).

® digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet &r utformat for att detektera hégrisk-HPV-typer,
inklusive 39, 58, 59 och 68. Analytiska studier som utférts av QIAGEN, med anvéndning av
klonat HPV-plasmid-DNA, visar att testet detekterar dessa typer vid koncentrationer som
varierar mellan 0,62 pg/ml till 1,39 pg/ml. Detta ar ekvivalent med detektionsegenskaperna
for de andra HPV-typerna som detekteras av digene HC2 High-Risk HPY DNA-estet. QIAGEN
kunde validera detektionen av dessa HPV-typer hos endast ett begransat antal kliniska prover.
P& grund av den laga prevalensen fér dessa typer i den allménna populationen (28), har
prestandaegenskaperna fér digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet for detektionen av HPV-typ
39, 58, 59 och 68 inte bekraftats statistiskt.

® Om det finns héga koncentrationer av svampdédande krém, spermiedédande medel eller
slidsksljningsvétska vid tiden fér provtagning av eft STM-prov fér testning, finns det en
sannolikhet for att erhdlla ett falskt negativt resultat om dessa prover skulle innehdlla nivéer av
HPV-DNA som ger RLU/CO-vérden néra analysens CO.

® Om det finns héga koncentrationer av svampdédande krém, glidkrém eller blod vid tiden fér
provtagning av ett PreservCyt-cervixprov fér provberedning med QIAsymphony DSP HPV
Media-kit, finns det en sannolikhet fér att erhélla ett falskt negativt resultat om dessa prover

skulle innehélla nivéer av HPV-DNA som ger RLU/CO-vérden néra analysens CO.

® Om det finns férekomst av spermiedédande medel nér et PreservCyt-cervixprov tas fér
provberedning med QIAsymphony DSP AXpH DNA-kit, kan det uppsté& ett falskt negativt

testresultat.
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e Om det finns forekomst av spermiedédande medel, svampdédande krém eller
antiinflammatorisk krém nér ett SurePath-cervixprov tas fér provberedning med QlAsymphony
DSP HPV Media-satsen, kan det uppstd ett falskt negativt testresultat.

e Korsreaktivitet mellan High-Risk HPV-proben och plasmiden pBR322 &r majlig. Férekomsten av
pBR322-homologa sekvenser har rapporterats i humana genitalprover och falskt positiva

resultat skulle kunna férekomma i nérvaro av héga nivéer av bakteriell plasmid.

e Underlatenhet att visuellt kontrollera hybridiseringsplattan under utférande av RCS-
automatiserad testning for att garantera korrekt provéverféring och underlétenhet att korrigera

for ofillréicklig provéverforing kan leda till falska negativa resultat.
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Prestandaegenskaper

Klinisk prestanda vid screening av patienter med normala pap smear-
resultat for att underlatta riskbedémningen for patienthantering

Resultaten av 8 oberoende kliniska studier som utforts av framstéende medicinska, akademiska
och myndighetsinstitutioner vid kliniker i USA och utomlands beskrivs nedan. | studierna anvéndes
de vedertagna pap-metoderna i de lander dér studien utférdes. | alla utom 2 fall anvéndes
Bethesda-systemet for att tolka pap-resultaten. Nér det gdller motsvarande terminologi fér
screening av cervixcancer inom EU, se European Guidelines for Quality Assurance in Cervical
Cancer Screening (36). Dessutom diagnostiserades héggradig cervixsjukdom via anvéndningen
av kolposkopistyrd biopsi fér varje studie. | dessa studier bedémdes den kliniska anvéndbarheten
av digene HC2 HighRisk HPV DNA-est jamfort med pap smear fér éldre kvinnor (i allménhet
&ver 30 ar). | alla utom en studie utférdes dven prospektiv HPV-testning med digene HC2 High-
Risk HPV DNA-testet.

Studierna var screeningstudier av ett tvarsnitt av den allménna populationen med anvéndning av
digene HC2 High-Risk HPVY DNAdestet, s&vida inget annat anges nedan. Tvé av studierna

utférdes i USA, 2 i Europa, 2 i Latinamerika, en i Afrika och en i Asien.

Prestandan fér digene HC2 High-Risk HPVY DNA-estet som observerades fran 6 tvarsnittsstudier
sammanfattas (se tabell 11 och 12 nedan) fér kvinnor i dldern 30 é&r och dldre och
diagnostiserade med histologiskt bekraftad héggradig cervikal neoplasi, vilket definieras som

cervikal intraepitelial neoplasi (CIN) 3 eller allvarligare.
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Tabell 11. Prestandauppskattningar - kénslighet och specificitet

Kénslighet (%)

Specificitet (%)

(n/N) (n/N)
95 % konfidensintervall (KI) 95 % Kl
Population n Enbart pap  EnbartHPV  HPV +pap  Enbart pap Enbart HPV HPV + pap
7592 51.6 96.3 100.0 98.5 96.2 95.1
Vasteuropa 1 (14/27) (26/27) (27/27)  (7453/7565) (7275/7565) (7193/7565)
32.0-71.3 81.0-99.9 87.2- 98.2-98.8 95.7-96.6 94.6-95.6
100.0
6115 58.4 94.8 97.4 98.7 93.9 93.4
o (45/77) (73/77) (75/77)  (5962/6038) (5669/6038) (5637/6038)
46.68- 87.2-98.6 90.9-99.7 98.4-99.0 93.3-94.5 92.7-94.0
69.6
6176 77.9 89.7 94.1 94.1 94.0 89.9
Latinamerika 2* (53/68)  (61/68)  (64/68)  (5745/6108) (5742/6108) (5490/6108)
66.2-87.1 799958 85.6-98.4 93.4-94.6 93.4-94.6 89.1-90.6
2925 84.1 89.7 92.5 86.4 80.0 76.4
Afrika (90/107)  (96/107)  (99/107) (2436/2818) (2253/2818) (2152/2818)
75.8-90.5 82.4-94.8 85.8-96.7 85.1-87.7 78.4-81.4 74.8-77.9
1936 97.6 100.0 100.0 76.3 83.0 68.0
Asion (41/42) (42/42) (42/42)  (1445/1894) (1572/1894) (1287/1894)
87.4-99.9 91.6- 91.6- 74.3-78.2 81.2-85.0 65.8-70.1
100.0 100.0
1040 50.0 100.0 100.0 97.6 96.2 95.5
USA 1 (1/2) (2/2) (2/2)  (1013/1038) (999/1038)  (991/1038)
1.26-98.7 15.8- 15.8- 96.5-98.4 94.9-97.3 94.0-96.7
100.0 100.0

* digene HC2 High-Risk HPV DNA-testdata om s&dana var tillgangliga, i annat fall anvéndes HCS-data;
kombinerade data.
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Tabell 12. Prestandauppskattningar — positivt och negativt prediktivt vérde

Positivt prediktivt véirde (%) Negativt prediktivt varde (%)
Prevalens (n/N] (n/N)
(%) 95 % KI 95%KI
n Enbart Enbart HPV +
Population CIN3 pap HPV pap Enbart pap  Enbart HPV ~ HPV + pap
7592 0.36 1 8.23 6.77 99.83 99.99 100.0
Vésteuropa 1 (27/7592)  (14/126)  (26/316)  (27/399)  (7453/7466) (7275/7276)  (7193/7193)
0.23-052  6.2-17.9  55-11.8 4597  997-99.9  99.9-100.0  99.9-100.0
6115 1.26 37.2 16.5 15.8 99.47 99.93 99.96
Latinamerika 1 (77/6115)  (45/121)  (73/442)  (75/476)  (5962/5994)  (5669/5673)  (5637/5639)
0.99-1.57 28.6-46.4 132-203 12.6-19.4  99.3-99.6  99.8-100.0  99.9-100.0
6176 1.10 12.7 14.3 9.4 99.74 99.88 99.93
Latinamerika 2* (68/6176)  (53/416)  (61/427)  (64/682)  (5745/5760)  (5742/5749)  (5490/5494)
0.86-139  9.7-163 11.1-180 7.3-11.8  99.6-99.9  99.8-100.0  99.8-100.0
2925 3.66 19.1 14.5 12.9 99.31 99.51 99.63
Afrika (10772925)  190/472)  (96/661)  (99/765) (2436/2453) (2253/2264)  (2152/2160)
301-440 156229 11.9-17.4 10.6-155  98.9-99.6 99.1-99.8 99.3-99.8
1936 2.17 8.37 15 6.47 99.93 100.0 100.0
Asien (42/1936)  (41/490)  (42/364)  (42/649)  (1445/1446) (1572/1572) (1287/1287)
157292 6.1-112  8.4-153  47-87  99.6-100.0  99.8-100.0  99.7-100.0
1040 0.19 3.85 4.88 4.08 99.90 100.0 100.0
USA 1 (2/1040) (1/26) (2/41) (2/49)  (1013/1014)  (999/999) (991/991)

0.02-0.69 0.1-19.6 0.6-16.5 0.5-14.0 99.5-100.0 99.6-100.0 99.6-100.0

* digene HC2 High-RiskHPV DNAestdata om sédana var tillgéngliga, i annat fall anvéndes HCS-data;
kombinerade data.

| samtliga studier finns en enhetlig och ofta mycket signifikant férbatiring i kanslighet for digene
HC2 High-Risk HPV DNAestet jamfort med enbart pap. Liksom for kanslighet éverskrider det
negativa prediktiva vardet for HPV vérdet for enbart pap i samtliga fall, och nérmar sig 100 %.
Detta negativa prediktiva vérde visar den héga sannolikheten fér franvaron av hdggradig

cervixsjukdom eller cancer hos kvinnor med en normal cytologi som &r fri frén HPV-infektion.

Aven om specificiteten for digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet ar lagre an fér enbart pap, har
en analys av sannolikhetskvoterna visat att den observerade minskningen av specificitet inte &r
tillrackligt signifikant fér aft p&verka den kliniska nyttan med att anvénda 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 fill kolposkopi baseras p& all klinisk information och
riskinformation och patienthistorik som ar ftillganglig fér lakaren. Viktiga variabler innefattar
historiken for HPV-infektion och/eller avvikande pap smear, alder vid férsta samlaget, antalet

sexpartner och samtidiga sexuellt dverférda sjukdomar (37, 38).
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Aven om prevalensen for héggradig sjukdom inte varierar signifikant mellan studierna fran vilka
prestandan faststdlldes, kan prevalensen fér HPV-infektion i en population péverka prestanda, och
brukar variera mellan olika patientpopulationer. Dessutom har det visat sig att prevalensen for
HPV-infektion sjunker dramatiskt med stigande dlder (17, 24-29, 38-40). Positiva prediktiva
varden minskar nér man testar populationer med lag prevalens eller individer med féga risk for

infektion.

Longitudinell analys utférdes med anvéndning av resultaten av 2 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 féretogs fér aoft pévisa aft
pap-negativa/HPV-negativa patienter 8per en lagre risk for cervixsjukdom jamfért med
traditionellt  definierade  lagriskkvinnor  med  okdnt  HPV-status  och  jamfért  med

pap-negativa/HPV-positiva patienter (se tabell 13 och 14 nedan).

Tabell 13. Longitudinell analys - relativ risk for héggradig sjukdom

Frekvens (per Relativ risk
Studiegrupp Alder Lagriskklassificering n Fall av CIN 3+ 100 patientar) 95 %Ki
12,054 28 0.043 0.897
Pupn:rmal, HPV- (0.596-
negativ
30 och &ldre 9 1.348)
Normala pap-est i 9429 19 0.048 1.000
foljd*
NcI
17,594 48 0.056 0.678
Pap-normal, HPV-
negativ (0.514-
Alla 0.894)
Normala pap-est i 13,392 44 0.082 1.000
foljd*
1690 3 0.084 0.849
Pap-normal, HPV-
) (0.307-2.35)
negativ
30 och &ldre
Normala pap-est i 2026 4 0.099 1.000
Lt
Frankrike el
Pap-normal, HPV- 2180 3 0.066 0.491
negativ (0.221-1.09)
Alla
Normala pap-est i 2650 7 0.136 1.000
fslidt

* Tre normala pap-test under cirka 2 ér.

T Tvé normala pap-est under cirka 2 &r.
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Tabell 14. Longitudinell analys - sjukdomsfrekvenser stratifierade per HPV-status vid utgangsldaget

Status vid Frekvens (per Relafiv risk
Studiegrupp Alder utganglaget n Fallav CIN 3+ 100 patientdr) 95 %Ki
1078 24 0.451 10.50
Pap-normal, 6.13-18.0
HPV-positiv (6.13-18.0
30 och dldre
Pap-normal, 12,054 28 0.043 1.00
NCI HPV-negativ
Pap-normal, 2561 63 0.096 10.64
HPV-positiv (7.33-15.5)
Alla
Pap-normal, 17,594 48 0.056 1.00
HPV-negativ
419 14 2.346 27.3
Pap-normal, 6.41-88.3
HPV-positiv (8.41-88.3)
30 och éldre
Pap-normal, 1696 3 0.084 1.00
Frankrike HPV-negativ
Pap-normal, 619 22 2.520 37.0
HPV-positiv (11.8-116)
Alla
Pap-normal, 2180 3 0.066 1.00
HPV-negativ

Den kliniska anvéndbarheten av HPV-estresultatet pdvisas ytterligare av den 8kade risken for

cervixsjukdom hos HPV-positiva kvinnor jamfért med HPV-negativa kvinnor.

Klinisk prestanda vid screening av patienter med ASC-US pap smear-
resultat for att faststalla behovet av remiss till kolposkopi

En studie med titeln “Utility of HPY DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap
Smears” (Anvandbarheten av HPV-DNA-testning fér triage av kvinnor med grénsresultat av pap
smear) utférdes i USA ar 1996 under ledning av Kaiser Foundation Research Institute (Kaiser-
stiffelsens forskningsinstitut) och Kaiser Permanente Medical Group (Kaiser Permanentes
medicinska grupp). Cervixprover fér rutinmdssigt pap smear och fér digene HC2 High-RiskHPY
DNA-testet erhélls fr&n kvinnor som besokte flera Kaiser-klinikmottagningar. Inledande pap smear
utvarderades i enlighet med Bethesda-klassificeringen. Nér det gdller motsvarande terminologi for
screening av cervixcancer inom EU, se European Guidelines for Quality Assurance in Cervical
Cancer Screening (Europeiska rikilinjer for kvalitetssakring inom screening for cervixcancer) (42).
Kvinnor (15 é&r och é&ldre) med pap smear-resultat med atypiska celler av obestdmd signifikans
(ASC-US) é&terkom for kolposkopi och biopsi. Kolposkopiinriktade histologiska prover underscktes

av patologer, och en inledande diagnos stélldes. Varje histologiprov granskades dessutom av en

Bruksanvisning fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-test  08/2015

70



oberoende patolog, och diskrepanser mellan den férsta granskningen och den oberoende

granskningen bedémdes av en tredje patolog.

Det forsta provet testades med en prototyp av digene HC2 High-RiskHPY DNA-festet som innehdll
prober for 11 av de 13 HPV-yperna (utom HPV-typ 59 och 68). Denna skillnad véntades inte

leda till négon signifikant annorlunda prestandaprofil fér testet.

Resultat av High-risk HPV DNA-est och histologiska diagnoser var tillgéngliga fran 885 kvinnor
med ASC-US pap smear. Testningen av de flesta av patienterna utférdes med prover som tagits i
bade STM och PreservCytlosning. P& grund av likheterna mellan digene HC2 HighRisk HPV
DNAdestets prestandaegenskaper fér STM och PreservCytlosning, presenteras analysprestanda

endast for PreservCytl8sning.

Bland de som hade en ASC-US-remiss till pap smear, ér det negativa prediktiva vardet fr digene
HC2 High-Risk HPV DNA-testet for att ha HSIL eller allvarligare sjukdom vid kolposkopi 99 % (se
tabell 15 nedan).

Tabell 15. Jamforelse mellan digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet och konsensus-histologi;
population med ASC-US-remiss till pap smear; Kaiser-studie; PreservCyt-prover

HSIL eller allvarligare vid kolposkopi

+ - Totalsumma
digene HC2 High-Risk + 66 317 383
HPV DNA Test result _ 5 497 502
Totalsumma 71 814 885

Kénslighet [TP/(TP+FN]] = 93,0 % (66/71)

95 % Kl = 84,3-97,7

Specificitet [TN/(TN+FP)] = 61,1 % (497/814)

95 %Kl =57,7-64,4

Sjukdomsprevalens = 8,0 % (71/885)
Analyspositivt prediktivt varde = 17,2 % (66/383)
Analysnegativt prediktivt varde = 99,0 % (497/502)

De teoretiska positiva och negativa prediktiva vérdena baserade pé olika prevalenser fér en
initial ASCUS som befinns vara HSIL eller allvarligare baserat pé resultat i hogrisk-HPV-test

faststalls (se tabell 16 nedan).
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Tabell 16. Teoretiskt positivt och negativt prediktivt varde for hogrisk-HPV-testning av ASC-US pap
smear-resultat

Initialt ASC-US pap smear-resultat

Teoretisk
prevalens for HSIL Positivt prediktivt analysvérde Negativt prediktivt analysvarde
5 11.2 99.4
10 21.0 98.7
15 29.7 98.0
20 37.4 97.2
25 44.3 96.3
30 50.6 95.3

Variationen mellan de olika a&ldersgrupperna som ingér i studien faststdlls (se tabell 17 nedan).

Tabell 17. Kaiser-studiedata: digene HC2 High-Risk HPV DNA-testets prestanda jamfort med
konsensus-histologiresultat (HSIL) - aldersspecifika egenskaper

Alder < 30 Alder 30-39 Alder > 39
n 287 233 365
Sjukdomsprevalens (%) 12.2 11.2 2.7
Kénslighet (%) 100 88.46 80.0
(n/N) (35/35) (23/26) (8/10)
95 % Kl 90.0-100.0 69.9-97.6 44.4-97.5
Specificitet (%) 31.4 66.2 79.15
(n/N) (79/252) (132/207) (281/355)
95 % Kl 25.7-37.5 59.3-72.6 74.6-83.3
Negativt prediktivt varde (%) 100.0 97.86 99.29
(n/N) (79/79) (137/140) (281/283)
Positivt prediktivt varde (%) 16.83 24.73 9.76
(n/N) (35/208) (23/93) (8/82)

Klinisk kanslighet och specificitet for faststallandet av risken for

héggradig sjukdom hos kvinnor med pap smear-resultat med LSIL eller

HSIL

En klinisk multicenterstudie med anvdndning av digene HC2 High-RiskHPY DNA-estet utfordes
med prover som tagits frén flera stora sjukhus och kolposkopikliniker (3 kliniker) med hég
prevalens av cervixsjukdom och HPV i vastra och sddra USA. HPV-estning utfordes vid

3 studiekliniker som inte var anknutna fill kolposkopiklinikerna dér provtagningen hade utforts.
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Populationen fér denna kliniska studie utgjordes av kvinnor som antingen f&tt diagnosen LSIL eller
HSIL baserat p& eft férskt pap smear och remitterats till uppfdliande kolposkopi. Av 702
rekryterade patienter hade 327 pap smearresultat som &versteg ASC-US och hade adekvat

information tillgénglig; 96 av dessa hade ett slutligt sjukdomsstatus pa HSIL eller allvarligare.

Exfolierade cervixcellprover erhélls med antingen digene HC2 DNA Collection Device fér aft
sedan placeras i STM eller med en provtagningsborste som sedan skélides i PreservCytl6sning.
Prover togs vid tiden fér kolposkopi. Prover testades med digene HC2 High-RiskHPY DNA-testet,
och resultaten jGmfdrdes med sjukdomsstatuset som faststallts for varje patient. Sjukdomsstatus
baserades pd resultatet for histologisk utvardering. Nar histologin var negativ eller nér ett
histologiresultat saknades, faststélldes dock sjukdomsstatus med cytologi vid tiden for

kolposkopiundersdkningen (se tabell 18 nedan).

digene HC2 HighRisk HPY DNA-estet utférdes vid 3 stora storstadskliniker utan anknytning fill
klinikerna dér man samlade in proverna vid kolposkopi. Cytologi utférdes vid eft
referenspatologilaboratorium, och histologin utférdes vid institutionerna som utférde kolposkopin.
Testresultat jamférdes med sjukdomsstatus fér att beddma testets kanslighet, specificitet samt
negativa och positiva prediktiva varden fér detektion av héggradig cervixcancer. P& grund av
likheterna mellan digene HC2 High-Risk HPV DNA-testets prestandaegenskaper fér STM och
PreservCytlsning, presenteras analysprestanda endast fér PreservCytldsning. Ingen skillnad

observerades mellan hagrisk-HPV-testresultat och STM-prover och PreservCyt-prover.
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Tabell 18. Algoritm for patientens sjukdomsstatus

Cytologiresultat Histologiresultat Sjukdomsstatus
Negativt Negativt eller ej utfort* Negativt
LSIL Negativt LSIL
HSIL Negativt HSIL
Cancer Negativt HSIL+
Negativt LSIL LSIL

LSIL Ej utfort* LSIL

LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Cancer LSIL LSIL
Negativt HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Ej utfort* HSIL
Cancer HSIL HSIL
Negativt 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 var inte tillgangligt.

Prestandan fér digene HC2 HighRisk HPV DNAdtestet faststdlldes med anvéndning av
327 PreservCyt-prover, av vilka 96 togs fran kvinnor som fétt diagnosen hdggradig
cervixsjukdom (se tabell 19 och 20 nedan). Jamférelserna gjordes mellan alla studiepatienter med

avvikande resultat p& remitterat pap smear.
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Tabell 19. Resultat av hégrisk-HPV-testning

Slutligt
Slutligt Slutligt sjukdoms-
sjukdoms- sjukdoms- status
status HSIL status LSIL negativt
Hogrlstsl:;\é; + - + - + - Total sum-ma
Resultat av LSIL 44 4 78 33 28 37 224
remiss-pap smear
HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Total 89 7 107 47 33 44 327
sum-ma
Total 96 154 77 327
sum-ma

digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet uppvisade cirka 93 % total kénslighet for identifiering av
kvinnor med héggradig neoplasi i en population som remitterats till kolposkopi p& basis av en
pap smear-diagnos pd& LSIL, HSIL eller motsvarande (se tabell 20 nedan). Testet uppvisade

dessutom ett negativt prediktivt varde p& nastan 95 % i denna population.

Tabell 20. Prestandaegenskaper for testning av hégrisk-HPV-DNA bland patienter med ett remiss-
pap smear med LSIL eller hdgre och et slutligt sjukdomsstatus pa HSIL

Slutligt sjukdomsstatus
Totalsumma
HSIL LSIL eller negativt
Resultat av hégrisk-HPV-DNA- + 89 140 229
fest - 7 91 98
Totalsumma 96 231 327

Kanslighet [TP/(TP+FN)] = 92,7% (89/96)

95 % Kl = 85,6-97,0

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

95 % Kl = 33,1-46,0

Sjukdomsprevalens fér remiss-LSIL till slutlig HSIL = 21,4 %
Sjukdomsprevalens for remiss-HSIL fill slutlig HSIL = 46,6 %
Totalt positivt prediktivt varde = 38,9 % (89/229)

Totalt negativt predikfivt varde = 92,8 % (91/98)

Medan specificiteten for digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet verkade vara ndgot l&gt, véntas
inget strikt samband mellan frénvaro av neoplasi och ett negativt HPV-resultat. HPV-DNA kan
forekomma hos kvinnor som inte har progredierat till hégre grad av sjukdom. Faktum &r, att nér

HPV-testning med PCR (polymeraskedjereaktion) (en analys som endast anvénds i forskning)
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utférdes pd prover med positiva digene HC2 High-Risk HPY DNAdestresultat och vilkas

motsvarande sjukdomsstatus var lagre an léggradig neoplasi, var nastan 75 % positiva.

De teoretiska positiva och negativa prediktiva vérdena fér digene HC2 High-Risk HPY DNA-festet
for inledande LSIL- eller HSIL-resultat vid pap smear som befanns vara HSIL eller allvarligare

sjukdom vid kolposkopi faststdlldes (se tabell 21 nedan).

Tabell 21. Teoretiskt positivt och negativt prediktivt varde for digene HC2 High-Risk HPV DNA-
testet av inledande LSIL- eller HSIL-resultat vid pap smear

Inledande LSIL- eller HSIL-resultat vid pap smear

Teoretisk prevalens

for HSIL Positivt prediktivt analysvirde Negativt prediktivt analysvérde
5 7.4 99.0
10 14.5 97.9
15 21.2 96.8
20 27.6 ©5.5
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

Prestanda vid vaginal- eller sjalvprovtagning

| litteraturen som citeras avseende prestanda fér digene HC2 HighRisk HPV DNA-est fran
vaginala prover tagna av patienten, rekryterades dver 141 000 kvinnor i &ldrarna 16-54 ér.
Studiekohorterna inkluderade kvinnor fr&n Kina (41, 42), Mexiko (43, 44) och Storbritannien
(45). Studiedesignen varierade négot, men i allménhet erbjods kvinnor med ett positivt testresultat
ytterligare undersdkning av kolposkopi, och resultaten rapporterades avseende kanslighet och

specificitet j@mfort med den ja@mférande metoden.

| tvé studier dar data fanns tillgangliga fér att j@mféra prover som tagits av patienter med prover
som tagits av lékare, indikerar resultaten hég kénslighet for CIN2+ fér bédda metoderna (42, 45),
81-85 % for prover tagna av patienter jamfort med 96-100 % fér prover tagna av ldkare.
Specificitetsresultaten var liknande fér CIN2+ fr b&da metoderna (42, 45), 81-82 % for prover
tagna av patienter jamfért med 83-85 % for prover tagna av lékare. | andra studier dér endast

prestandadata fér prover tagna av patienter fanns tillgéngliga, var prestandan fér digene HC2
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High-Risk HPV DNAdestets kanslighet fér CIN2+ 3,4 ganger stérre dn cytologi (43) och 98 %

kénslighet fore justering av verifikationsbias (44).
Analytisk kanslighet

En icke-klinisk panel av klonat HPV-plasmid-DNA testades for aft faststélla om var och en av de
13 HPV-typerna kan detekteras med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet och for att faststdlla
analysens kanslighet for var och en av HPV-typerna. Varje HPV-mélkoncentration (100 pg/ml, 10
pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml och 0,2 pg/ml) fér var och en av de 13 HPV-DNA-
typerna (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 och 68) kérdes i triplikat. Medel-RLU

for varje koncentration av varje HPV-typ berdknades och jamférdes med den positiva kalibratorn.

Den detekterbara gransen for varje HPV4Ayp i STM faststélldes (se tabell 22 nedan). De
detekterbara granserna varierade frén 0,62 pg/ml till 1,39 pg/ml, beroende p& den testade
HPV-typen. Den genomsnittliga detekterbara grénsen fér alla 13 HPV-DNA-typer var 1,08 pg/ml
med en standardavvikelse p& 0,05 pg/ml.

Tabell 22. Sammanfattning av detekterbara grénser for kénslighet for varje HPV-DNA-typ i STM

Detekterbar HPV-DNA- Standard-
HPV-DNA-typ koncentration (pg/ml) avvikelse 95 %Ki
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
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 typer) 1.08 0.05 0.95-1.25
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Ekvivalens mellan provtyper
Ekvivalens mellan STM- och PreservCyt-prover

Ekvivalens mellan STM- och PreservCyt-prover undersdktes for likvardig utvinning av HPV 18-
DNA. Cirka 10¢ positiva Hela-celler som innehdll integrerade HPV 18-genom fillsattes till STM
och till en PreservCyt-pool med negativa celler. Varje provtyp bearbetades enligt dess respektive
provberedning och denatureringsprocedurer s& som beskrivs i de tillampliga bruksanvisningarna
och testades med digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet. Resultaten visade att utvinning av
HPV 18-DNA fraén humana cancerceller &r ekvivalent for de tvé medierna och att PreservCyt
provberedningen inte p&verkar den analytiska sensitiviteten for digene HC2 High-Risk HPV DNA-

testet.

Ekvivalens mellan manuell provberedning av PreservCyt-prover och provberedning av
PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit

Studier utférdes med anvdndning av PreservCyt-prover som tagits frén en delgrupp av kvinnor
med normal cytologi (n=1276) och en delgrupp av kvinnor med ASC-US-cytologi eller hégre an
ASC-US (n=402). Manuell provberedning och provberedning med anvéndning av QlAsymphony
DSP HPV Mediakit utférdes for varje prov utférdes félit av RCS-automatiserad testning med
digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet (se tabell 23 nedan).

Tabell 23. Gverensstimmelse mellan manuell provberedning av PreservCyt-prover och
provberedning av PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit
(n=1678)

Positiv 6verensstimmelse (%)
(n/N)
95 %Kl

Kraftigt positivt omrade

Negativ Sverensstdmmelse (%)
(n/N)
95 % Kl

Kraftigt negativt omrade

Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,8)
96.0 97.6 96.2 99.1

(409/426) (372/381) (1204/1252) (1173/1184)

93.7-97.5 95.6-98.8 95.0-97.1 98.3-99.5

Den relativa analyskansligheten och -specificiteten fér PreservCytprover som beretts med
anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet &r i hég grad korrelerad med resultaten som
erhélls med metoden fér manuell provberedning vilket beldggs genom den lagre grénsen fér det

95-procentiga konfidensintervallet for bade positiv och negativ dverensstammelse.

Bruksanvisning fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-test  08/2015

78



Ekvivalens mellan manuell provberedning av PreservCyt-prover och provberedning av
PreservCyt-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH-kit

Studier utférdes med anvéndning av PreservCyt-prover som tagits frén en delgrupp av kvinnor i
aldern 30 ar och dldre med normal cytologi (n=1901) och en delgrupp av kvinnor med ASC-US-
cytologi (n=398). Manuell provberedning och provberedning med anvandning av QlAsymphony
DSP AXpH-kit utférdes fér varje prov utférdes foljt av testning med digene HC2 HighRisk HPV
DNAestet (se tabell 24 nedan).

Tabell 24. Overensstimmelse mellan manuell provberedning av PreservCyt-prover och
provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH-kit (n=2299)

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 % Kl 95 % Kl
Kraffigt positivt omrade Kraftigt negativt omrade
Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,8)
92.7 96.5 99.1 99.9
(281/303) (245/254) (1978/1996) (1967/1969)
89.3-95.2 93.4-98.1 98.6-99.4 99.6-100.0

Den relativa analyskansligheten och -specificiteten fér PreservCytprover som beretts med
anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH-kitet ér i hég grad korrelerad med resultaten som erhélls
med metoden fér manuell provberedning vilket belaggs genom den lagre grénsen for det 95-

procentiga konfidensintervallet fér b&de positiv och negativ éverensstdmmelse.

Ekvivalens mellan STM- och manuell provberedning av SurePath-prover med

postgradient cellpellet

En klinisk utvérdering i tvé faser utférdes pa 6 provtagningskliniker och 3 testkliniker inom USA.
Patienter som besckte kliniker for sexuellt &verférbara  sjukdomar,  kliniker  for
obstetrik/gynekologi, kliniker fér kolposkopi, sjukhus eller familjeplaneringskliniker var
kvalificerade for rekrytering enligt i forvag faststdllda inklusions- och exklusionskriterier. Till
genomfdrbarhetsfasen, avsedd att faststélla ett tillampligt CO-varde fér digene HC2 High-Risk
HPV DNA-testet fér anvandning med SurePath-prover med postgradient cellpellet, rekryterades
cirka 400 patienter. Den kliniska valideringsfasen, till vilken cirka 1 500 patienter rekryterades
for att validera det valda CO-vérdet, bérijade efter det att en interimistisk analys av
genomfdrbarhetsfasen visat att ett CO-vérde pé 1,0 RLU/CO med anvandning av SurePath-prover

med postgradient cellpellet producerade acceptabel dverensstammelse med STM-provresultat.
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| béda utvarderingsfaserna togs parvisa SurePath- och STM-cervixprover frén varje kvinnlig
deltagare som gav sitt samtycke. SurePath-provet skickades darefter till ett cytologilabb for
objektglasberedning. Efter cytologisk beredning testades de aterstéende SurePath-proverna med
postgradient cellpellet och det motsvarande STM-provet med digene HC2 High-Risk HPV DNA-
testet med ett CO-varde pa& 1,0 RLU/CO (se tabell 25 nedan).

Tabell 25. Gverensstimmelse mellan SurePath-provresultat med postgradient cellpellet och STM-
provresultat (alla dldrar och cytologisk klassificering) (n=1 490

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ 6verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 %Kil 95 %Ki
Kraftigt positivt omrade Kraftigt negativt omrade
Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,80)
93.5 96.4 95.3 96.0
(401/429) (378/392) (1011/1061) (1002/1044)
90.7-95.6 94.1-98.0 93.8-96.5 94.6-97.1

Den relativa analyskdnsligheten och -specificiteten fér testning av  SurePath-prover med
postgradient cellpellet har en hdg korrelation med resultaten som erhélls vid testning av STM-
prover vilket beldggs genom den lagre gransen for det 95-procentiga konfidensintervallet for

bade positiv och negativ dverensstammelse.

Ekvivalens mellan manuell provberedning av SurePath-prover med postgradient
cellpellet och provberedning av SurePath-prover med anvéndning av QIAsymphony DSP
HPV Media-satsen

Studier utférdes med anvéndning av SurePath-prover som samlats in frén féljande delgrupper:

e Kvinnor med normal cytologi (n=1189)

e Kvinnor med ASC-US-cytologi eller hdgre éan ASC-US (n=199)

For varje SurePath-prov utférdes provberedning av SurePath-prov med QIAsymphony DSP HPV
Media-satsen och manuell provberedning av provet med postgradient cellpellet. RCS-
automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet (se tabell 26 nedan) utférdes

for samtliga beredda prover..
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Tabell 26. Gverensstimmelse mellan resultaten mellan manuell provberedning av SurePath-prover
och provberedning av SurePath-prover med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

(n=1388)
Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 % Kl 95 % Kl
Kraffigt positivt omrade Kraftigt negativt omrade
Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,8)
91.7 97.5 99.0 99.7
(222/242) (192/197) (1134/1146) (1124/1127)
87.6-94.6 94.2-98.9 98.2-99.4 99.2-99.9

Den relativa analyskénsligheten och -specificiteten fér SurePath-prover som berefts med
anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet @r i hég grad korrelerad med resultaten som
erhdlls med metoden fér manuell provberedning vilket beldggs genom den ldgre grénsen for det

95-procentiga konfidensintervallet fér bade positiv och negativ dverensstammelse.

Ekvivalens mellan manuell provberedning av SurePath-prover med postgradient
cellpellet och provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med

anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

Studier utférdes med anvéndning av SurePath-prover som samlats in frén féljande delgrupper:

e Kvinnor med normal cytologi (n=1200)
e Kvinnor med ASC-US-cytologi eller hégre én ASC-US (n=183)
Manuell provberedning och provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-

satsen utfordes for varje SurePath-prov med postgradient cellpellet fljt av RCS-automatiserad
testning med digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet (se tabell 27 nedan).
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Tabell 27. Gverensstammelse mellan manuell provberedning av SurePath-prover med
postgradient cellpellet och provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med
anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen (n=1383)

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ 6verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
positiv region Kraftigt negativ region
Alla positiva RLU/CO > 2,5 Alla negativa RLU/CO < 0,8
92.6 97.4 94.4 99.3
(188/203) (147/151) (1114/1180) (1078/1086)
88.2-95.5 93.4-99.0 92.9-95.6 98.6-99.6

Den relativa analyskansligheten och -specificiteten for SurePath-prover med postgradient cellpellet
som beretts med anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen &r i hég grad korrelerad
med resultaten som erhdlls med metoden fér manuell provberedning vilket beldggs genom den
lagre grdnsen for det 95-procentiga konfidensintervallet fér béde positiv och negativ

Sverensstdmmelse.
Overensstammelse mellan testmetoder

En multicenterstudie (n=2270) utférdes for att utvdrdera de kliniska testresultaten med RCS jamfort
med festresultaten med den manuella metoden. Testning utférdes pd 3 laboratorier, utanfér
QIAGEN, med patientprov frén 5 provtagningsstéllen. Datauppséttningen bestod av 1269

cervixprover i PreservCytldsning och 1001 prover i STM.

Statistisk dverensstammelse, mellan matchade prover testade med RCS och med den manuella

metoden, berdknades fr den hér patientpopulationen (se tabell 28 och 29 nedan).
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Tabell 28. Sammanfattning av 6verensstdmmelse mellan RCS-automatiserad och manuell testning
- STM-prover (n=1001)

Positiv 6verensstimmelse (%)

Negativ 6verensstimmelse (%)

(n/N) (n/N)
95 % Kl 95 % Kl
HPV- Kraftigt positivt Kraftigt negativt
Cytologisk prevalens omrade omrade
klassificering (%) Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,8)
21 99.3 99.1 99.3 100.0
WNL* < 30 ar (139/140) (112/113) (538/542) (531/531)
96.1-100.0 95.2-100.0 98.1-99.8 99.3-100.0
15 92.0 93.8 100.0 100.0
WNL 2 30 ér (23/25) (15/16) (143/143) (142/142)
74.0-99.0 69.8-99.8 97.5-100.0 97.4-100.0
65 98.1 100.0 96.4 100.0
ASC-US (51/52) (47/47) (27/28) (26/26)
89.7-100.0 92.4-100.0 81.7-99.9 86.8-100.0
96 100.0 100.0 66.7 66.7
LSIL+ (65/65) (62/62) (2/3) (2/3)
94.5-100.0 94.2-100.0 9.4-99.2 9.4-99.2
33 100.0 100.0 100.0 100.0
Ovrigt (/1 (1/1) (2/2) (2/2)
2.5-100.0 2.5-100.0 15.8-100.0 15.8-100.0
Alla STM 28 98.6 99.2 99.2 99.9
Pr:ver (279/283) (237/239) (712/718) (703/704)
96.4-99.6 97.0-99.9 98.2-99.7 99.2-100.0

* WNL = within normal limits (inom normala grénser).
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Tabell 29. Sammanfattning av 6verensstdmmelse mellan RCS-automatiserad och manuell testning
- PreservCyt-prover (n=1269)

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ 6verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 % Kl 95 % Kl
HPV Kraftigt positivt Kraftigt negativt
Cytologisk Prevalens omrade omrade
klassificering (%) Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,8)
20 96.2 100.0 98.4 99.0
WNL < 30 ar (75/78) (64/64) (301/306) (293/296)
89.2-99.2 94.4-100.0 96.2-99.5 97.1-99.8
8 88.7 92.1 99.1 99.5
WNL > 30 ar (47/53) (35/38) (578/583) (571/574)
77.0-95.7 78.6-98.3 98.0-99.7 98.5-99.9
36 100.0 100.0 96.6 96.5
ASC-US (48/48) (46/46) (84/87) (83/86)
92.6-100.0 92.3-100.0 90.3-99.3 90.1-99.3
77 100.0 100.0 89.5 88.9
LSIL+ (64/64) (62/62) (17/19) (16/18)
94.4-100.0 94.2-100.0 66.9-98.7 65.3-98.6
11 100.0 100.0 100.0 100.0
Ovrig cytologi (3/3) (3/3) (24/24) (24/24)
29.2-100.0 29.2-100.0 85.6-100.0 85.8-100.0
Alla 20 96.4 98.6 98.5 98.9
PreservCyt- (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
prover* 93.2-98.3 96.0-99.7 97.6-99.2 98.0-99.4

* WNL = within normal limits (inom normala grénser)

T Cytologidata ej tillgéingliga frén 4 patienter

En kompletterande klinisk studie utférdes med sparade kvarvarande PreservCyt-prover tagna frén
en delgrupp av kvinnor 30 ér och dldre med normal cytologi (se tabell 30 nedan) med en HPV-

prevalens p& 4,8 %
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Tabell 30. Sammanfattning av 6verensstdmmelse mellan RCS-automatiserad och manuell testning
- WNL-kvinnor i dldern 30 ar och dldre (n=2077)

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ 6verensstimmelse (%)
(n/N) (n/N)
95 %Kil 95 %Ki
Al posiiv e oy e Alla negative e -
92.0 91.8 99.3 99.7
(92/100) (78/85) (1964/1977) (1944/1949)
84.84-96.48 83.77-96.62 98.88-99.65 99.40-99.92

Det fanns 7 oférenliga resultat mellan de manuella och RCS-automatiserade testresultaten i det

kraftigt positiva omrédet. De inledande manuella testresultaten fér dessa 7 prover lag utanfér den

rekommenderade omtestningsalgoritmen fér PreservCyt-prov, men eftersom studiedesignen krévde

att alla prov skulle testas i triplikat, var upprepade resultat tillgangliga fér avvikande upplésning.

Upprepade testdata fér vart och et av de 7 oférenliga proven tyder pd att alla de oférenliga

proverna dar negativa fér HPV-DNA (se tabell 31 nedan). Baserat p& de upprepade negativa

resultaten som erhélls for bada replikaten, var troligen vart och ett av de initialt positiva manuella

resultaten falskt positiva.

Tabell 31. Oférenliga PreservCyt-prover for WNL-kvinnor i aldern 30 ér och éldre (n=7)

Manuell testning RCS-automatiserad testning
(RLU/CO) (RLU/CO)

Prov Plats Initial Uppr 1 Uppr 2 Initial Uppr 1 Uppr 2
1 A 2.51 0.08 0.08 0.12 0.17 0.14
2 A 20.18 0.08 0.09 0.19 0.24 0.20
3 A 3.88 0.12 0.11 0.17 0.22 0.22
4 A 9.37 0.09 0.09 0.15 0.21 0.20
5 A 6.01 0.17 0.13 0.25 0.30 0.30
6 B 2.97 0.71 0.99 1.59 0.89 0.90
7 C 11.01 0.16 0.14 0.19 0.15 0.21

Resultat frén den har

kliniska studien

indikerar en total &verensstdimmelse mellan RCS-

automatiserad och manuell testning med antingen STM- eller PreservCyt-prover.
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Reproducerbarhet
Total reproducerbarhet fér manuell testning

En multicenter-reproducerbarhetsstudie utférdes for att faststdlla reproducerbarheten  mellan
dagar, mellan laboratorier och totalt for digene HC2 High-Risk HPV DNA-festet med anvéndning
av en panel av HPV-DNA-mél och HPV-positiva och HPV-negativa kliniska STM-prover.

Tre externa laboratorier utférde testningen med samma lot av digene HC2 HighRisk HPV DNA-
testkit pd 3 olika dagar med en identisk reproducerbarhetspanel. Reproducerbarhetspanelen

innehdll fsljande prover:

e 12 denaturerade kliniska STM-provpooler

® 3 icke denaturerade kliniska PreservCyt-provpooler

e Negativ kalibrator

® Positiv hégrisk-HPV-kalibrator vid koncentrationer p& 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 digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet.
Resultaten indikerar att reproducerbarheten fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet med
kliniska prover ar mycket god (se tabell 32 nedan).

Tabell 32. Total reproducerbarhet — multicenter-reproducerbarhet (alla kérningar vid alla
laboratorier)

Statistiskt matt Resultat
Férvéntade positiva med ett observerat positivt resultat 100.0%
(95 % KI) (99.0-100.0)
Forvéntade negativa med ett observerat negativt resultat 99.0%
(95 % KI) (97.49-99.73)
Overensstammelse 99.5%

(95 % KI) (98.70-99.86)
Kappa 0.990

Reproducerbarhet med kliniska STM-prover
Manuell testning.

En studie utférdes for att utréna reproducerbarheten fér manuell testining av kliniska STM-prover

med digene HC2 HighRisk HPV DNA-est. En panel med 20 prover bestdende av kliniska pooler
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(10 positiva och 10 negativa) bereddes genom att man kombinerade redan testade STM-prover.
Prover testades i replikat om 4 pé& var och en av 5 dagar fér totalt 20 replikat per prov. Testning
utférdes med anvéndning av en kombinerad probblandning best&ende av hdgrisk-HPV-proben
och en lagrisk-HPV-prob. Reproducerbarheten fér testet véntades inte skilia sig &t nér bara
probblandningen anvéndes i digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet. Medel-RLU/CO och det 95-

procentiga konfidensintervallet fér medelvérdet berdknades (se tabell 33 nedan)..

Tabell 33. Reproducerbarhet fér STM-prover — manuell testning (sjunkande ordningsfélid per
medel-RLU/CO)

Positivt testresultat (%)

Prov-ID Medel-RLU/CO 95 % KI (n/N)
10 3.18 3.02-3.35 100 (20/20)
20 1.43 1.36-1.50 100 (20/20)
1 1.25 1.20-1.28 100 (20/20)
12 1.21 1.15-1.27 100 (20/20)
15 1.20 1.14-1.25 100 (20/20)
13 1.07 1.01-1.11 80 (16/20)
16 1.06 1.01-1.09 75 (15/20)
17 1.04 1.00-1.06 80 (16/20)
14 0.98 0.92-1.02 45 (9/20)
18 0.92 0.87-0.96 20 (4/20)
19 0.72 0.68-0.75 0 (0/20)
7 0.40 0.33-0.46 0 (0/20)
4 0.38 0.35-0.39 0 (0/20)
9 0.37 0.32-0.41 0 (0/20)
1 0.35 0.32-0.36 0 (0/20)
2 0.35 0.31-0.37 0 (0/20)
8 0.32 0.29-0.34 0 (0/20)
3 0.30 0.27-0.31 0 (0/20)
6 0.27 0.24-0.30 0 (0/20)
5 0.26 0.23-0.28 0 (0/20)

Fér de 5 proverna med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer 6ver CO-vardet, var 100 av 100
replikat (100,0 %) positiva. Fér de 5 proverna med en medel-RLU/CO inom 20 % &ver eller
under CO-vardet, var 60 av 100 (60 %; 95 % Kl = 49,7-69,6) av replikaten positiva och 40 av
100 (40 %) var negativa. Fér de 10 proverna med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer under
CO-vardet, var 200 av 200 replikat (100 %) negativa.
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Resultaten indikerar att prover som var 20 % eller mer fran CO-véardet kan férvéntas ge férenliga
resultat. Prover som var néra CO-vérdet gav ungefér lika ménga positiva som negativa resultat.
Dessa data visar att manuell testning av STM-prover med digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet

ger reproducerbara resultat.
RCS-automatiserad testning

En studie utférdes for att bedéma reproducerbarheten inom samma kérning, frén dag till dag och
mellan olika laboratorier fér RCS-automatiserad testning av STM-prover med digene HC2 High-
Risk HPV DNAestet. En panel med 16 prover av poolade kliniska prover (se tabell 34 nedan)
testades med anvdndning av en (1) reagenslot, tvé génger dagligen p& 3 olika dagar. Varje

panelprov testades fyra génger.

Tabell 34. Reproducerbarhet for STM-prover — sammansétining av panel for RCS-automatiserad
testning

Panelprov Ungefarligt RLU/CO Férvéintat testresultat
N <0.4 Negativt
2N 0.4-0.8 Negativt
3P 0.8-1.2 Hagt negativt/lagt positivt
4p 0.8-1.2 Hogt negativt/lagt positivt
5p 0.8-1.2 Hégt negativt/légt positivt
6P 1.2-2.0 Lagt positivt
7P 1.2-2.0 Lagt positivt
8P 1.2-2.0 Lagt positivt
9P 2.0-5.0 Lagt positivt
10P 5.0-10.0 Medelpositivt
1IN <0.4 Negativt
12N <0.4 Negativt
13N <0.4 Negativt
14XR sk-HPV-DNA-positivt kliniskt material i STM Hégt negativt/légt positivt
k negativ pool
15XR sk-HPV-DNA-plasmid i STM klinisk negativ pool Hagt negativt/légt positivt
16XR ridvektor-DNA-kontroll i STM klinisk negativ Hégt negativt/légt positivt

Tvé panelprov (14XR och 15XR) inkluderades fér att bedéma potentialen fér korshybridisering av
digene HC2 High-Risk HPV-DNA-testets probblandning med prover som bara innehéller lagrisk-
HPV-DNA-typerna 6, 11, 42, 43 och 44. Panelprov 16XR bestod av pGEM® DNA med en
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koncentration p& 1,49 ng/ml och fungerade som vektorkontroll for panelprov 15XR. Resultaten av
denna testning indikerade inga falska positiva testresultat p& grund av férekomsten av l&grisk-

HPV-DNA-typer i kliniska prover. Dessa resultat ar férenliga med manuell testning.

Reproducerbarheten berdknades enligt den metod som beskrivs av NCCLS E5-A* (se tabell 35
nedan). Denna metod kréver att man berdknar varianskomponenter fér var och en av kéllorna till
variabilitet: laboratorium, dag, kérning och fel (definierat som variation inom samma analys och

mellan olika analyser).

Tabell 35. Reproducerbarhet for STM-prover — RCS-automatiserad testning; kvantitativ

reproducerbarhet
Standardavvikelse
Medel- Inom Mellan Mellan Mellan
Panelprov n RLU/CO kdrning kérningar dagar labb Totalsumma  Total CV (%)
N 72 0.13 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 15.10
2N 72 0.36 0.03 0.01 0.03 o* 0.04 11.69
3P 72 0.96 0.06 0.06 0.04 o* 0.09 9.55
4P 72 1.03 0.06 0.18 0.06 o* 0.19 18.81
5P 72 1.41 0.11 0.14 0.15 0.06 0.24 17.00
6P 72 1.73 0.10 0.27 o* 0.11 0.31 18.10
7P 72 1.74 0.12 0.21 o* o* 0.24 13.78
8Pt 70 1.95 N/A* N/A? N/A? N/A* 0.47 23.80
9P 72 5.21 0.34 0.44 0.21 o* 0.59 11.36
10P 72 7.67 0.46 0.63 0.71 o* 1.05 13.70
11N 72 0.13 0.01 0.01 0.01 o* 0.02 16.89
12N 72 0.17 0.03 0.06 0.03 o* 0.07 39.14
13N 72 0.15 0.02 0.02 o* 0.01 0.03 17.01

* Negativa varianskomponenter &r instéllda lika med noll.

#Tva ogiltiga replikat fér panelmedlem 8P uteslét analys av varianskomponent pa grund av ojémna
storleksgrupper vid jamférelse.

8 N/A (ej relevant): variansanalys ej méijlig p& grund av farre replikat én évriga panelprov
Reproducerbarhet av kliniska PreservCyt-prov
Manuell testning.

Reproducerbarheten fér manuell testning av PreservCyt-prover med digene HC2 HighRisk HPV
DNA-testet faststélldes i en studie med anvéndning av 24 simulerade prover med olika HPV-DNA-

* NCCILS. Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline. NCCLS document E5-A
(1999).
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koncentrationer. Prover bestod av PreservCyHdsning och vita blodceller, med och utan HPV 16

plasmid-innehdllande bakterier.

Prover testades i replikat om 4 p& var och en av 5 dagar fér totalt 20 replikat per prov. P& var
och en av de 5 dagamna i studien bereddes et prov om 8 ml frén varje prov enligt
bruksanvisningen fill digene HC2 Sample Conversion-kitet och testades. Medelvarde och 95-

procentigt konfidensintervall berdknades (se tabell 36 nedan).

Tabell 36. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — manuell testning med manuell
provberedning; kvalitativ reproducerbarhet (sjunkande ordningsfélid per medel-RLU/CO)

Positivt testresultat (%)

Prov-ID Medel-RLU/CO 95 % Kl (n/N)
21 3.51 3.19-3.83 100 (20/20)
12 1.58 1.48-1.69 100 (20/20)
13 1.42 1.32-1.52 100 (20/20)
17 1.38 1.23-1.53 90 (18/20)
18 1.36 1.23-1.48 95 (19/20)
15 1.32 1.16-1.49 85 (17/20)
23 1.17 1.06-1.27 75 (15/20)
16 1.14 1.07-1.20 75 (15/20)
20 1.10 0.96-1.21 85 (17/20)
19 1.06 0.95-1.17 45 (9/19)
22 1.05 0.99-1.10 70 (14/20)
11 1.04 0.96-1.11 65 (13/20)
14 0.94 0.86-1.01 25 (5/20)
24 0.77 0.73-0.81 0 (0/20)
3 0.28 0.25-0.30 0 (0/20)
1 0.27 0.24-0.30 0 (0/20)
7 0.27 0.25-0.30 0 (0/20)
2 0.27 0.25-0.28 0 (0/20)
5 0.26 0.24-0.28 0 (0/20)
4 0.24 0.22-0.25 0 (0/20)
9 0.23 0.21-0.25 0 (0/20)
8 0.22 0.18-0.27 0 (0/20)
10 0.22 0.20-0.25 0 (0/20)
6 0.19 0.17-0.21 0 (0/20)

Fér de 6 proverna med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer 6ver CO-vardet, var 114 av 120
replikat (95,0%) positiva. Fér de 7 proverna med en medel-RLU/CO inom 20 % &ver eller under
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CO-vérdet, var 88 av 139 (63,3%; 95 % Kl = 54,3-70,9) av replikaten positiva och 51 av 139
(36,7%) var negativa. Fér de 4 proverna inom 10 % &ver eller under CO var 41 av 79 (51,9 %)
av replikaten positiva och 38 av 79 (48,1 %) var negativa. Fér de 11 proverna med en medel-
RLU/CO vid 20 % eller mer under CO-vardet, var 220 av 220 replikat (100 %) negativa.

Resultaten indikerar att prover som var 20 % eller mer frédn CO-vérdet kan férvéntas ge férenliga
resultat. Prover som var néra CO-vardet gav ungefér lika ménga positiva som negativa resultat.
Dessa data visar att manuell testning av PreservCyt-prover med digene HC2 High-Risk HPY DNA-

testet ger reproducerbara resultat.
RCS-automatiserad testning med manuell provberedning

En intern studie av RCS-automatiserad testning utférdes med anvéndning av kliniska PreservCyt-
prover som framst erhéllits frén kvinnor med eft cytologiresultat pa ASC-US eller hégre én ASC-US
(HPV-prevalens 57 %). Proverna delades i 2 alikvoter, varje alikvot bearbetades darefter
individuellt med digene HC2 Sample Conversion-kitet och testades darefter i duplikat med digene
HC2 High-RiskHPY DNA-testet.

| likhet med andra kvalitativa IVD-tester associeras variabilitet hos digene HC2 High-Risk HPV
DNA-testresultat frén kliniska prov primért med en eller en kombination av féljande faktorer:
provtagning, provberedning samt testproceduren. Eftersom testresultaten som jamférdes erhdllits
frén samma kliniska prov, kontrollerade den experimentella designen fér variabilitet p& grund av
provtagning. Repeterbarheten for resultat som erhdllits frén 2 individuellt beredda provalikvoter
frén samma kliniska prov (kallat “mellan beredda alikvoter”) speglar variation pd grund av
kombinationen av provberedning och testprocedur. Repeterbarheten for resultat som erhdllits fran
samma provalikvot (nedan kallad “inom beredd alikvot”) speglar variation enbart frén

testproceduren (se tabell 37 nedan).
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Tabell 37. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — RCS-automatiserad testning med manvell
provberedning; kvalitativ reproducerbarhet

Positiv
Sverensstdmmelse Negativ Total
(%) overensstammelse (%) Sverensstimmelse (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Analys 95 %KI 95 %KI 95 %Ki
Al der 99.62 94.7 97.7
addia (261/262) (160/169) (421/431)
Inom beredd 97.9-100.0 90.1-97.5 95.8-98.9
alikvot Kraftigt positiva och 100.0 98.2 99.3
kraftigf negativa (249/249) (160/163) (409/412)
el 98.5-100.0 94.7-99.6 97.9-99.9
Al der 99.6 98.2 99.1
@ daid (264/265) (163/166) (427/431)
Mellan beredd 97.9-100.0 94.8-99.6 97.6-99.8
alikvot Kraftigt positiva och 100.0 99.4 99.8
kraftigt negativa (249/249) (161/162) (410/411)
regioner
98.5-100.0 96.6-100.0 98.7-100.0

Ytterligare en studie utférdes fér att utvardera den kvantitativa reproducerbarheten fér resultat som
erhéllits med RCS-automatiserad testning av simulerade PreservCytprover. Tre testlaboratorier,
inklusive QIAGEN, deltog i studien.

Varje testlaboratorium utférde béde RCS-automatiserad och manuell testning av digene HC2
HighRisk HPY DNA-estet tvd ganger per dag pd& 5 olika dagar med en ftillhandahéllen
reproducerbarhetspanel med 6 prover. Varje panelprov bestod av odlade celler som fillsatts i

PreservCytldsning for att ge ett ungefarligt RLU/CO-vérde (se tabell 38 nedan).

De HPV-DNA-positiva proven i panelen bereddes genom tillsats av olika mangder av HPV-DNA-
positiva SiHa-celler (frén en laboratoriecellinje). Det negativa provet i panelen bestod av HPV-
negativa Jurkatceller (fr&n en annan laboratoriecellinje). Den slutliga cellkoncentrationen for

samtliga 6 prover i panelen var cirka 5 x 104 celler/ml.
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Tabell 38. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — RCS-automatiserad testning med manvell
provberedning; kvantitativ reproducerbarhet fér panelprover

Panelprov Celltyp Ungefarligt RLU/CO Férvéntat resultat
N Jurkat <1.0 Negativt
2N Jurkat <1.0 Negativt
3P SiHa och Jurkat 5.0-8.0 L&gt positivt
4p SiHa och Jurkat 5.0-8.0 L&gt positivt
5P SiHa 30.0-50.0 Medelpositivt
6P SiHa 200.0 Hagt positivt

Reproducerbarheten berdknades enligt den metod som beskrivs av NCCLS E5-A* (se tabell 39
nedan). Denna metod kréver att man berdknar varianskomponenter fér var och en av kéllorna till
variabilitet: laboratorium, dag, kérning och fel (definierat som variation inom samma analys och
mellan olika analyser). Varr och ett av de 6 proven i panelen testades 4 génger i var och en av
de 10 kérningarna (2 kérningar per dag under 5 dagars testning) pd alla de 3

testlaboratorierna.

Tabell 39. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — RCS-automatiserad testning med manvell
provberedning; kvantitativ reproducerbarhet

Standardavvikelse
Medel- Inom Mellan Mellan Mellan
Panelprov n RLU/CO kdrning korningar dagar labb Totalsumma  Total CV (%)
N 120 0.20 0.04 0.01 0.01 0.08 0.089 44.4
2N 120 0.20 0.06 0.01 0* 0.08 0.10 52.2
3P 120 4.05 0.76 1.17 0* 0.26 1.42 35.1
4P 120 4.23 0.74 0.86 0* 0.31 1.18 27.8
5P 120 28.6 5.00 5.61 4.41 o* 8.71 30.5
6P 120 214.6 33.95 27.25 18.09 25.53 53.61 25.0

T Negativa varianskomponenter &r instéllda lika med noll.

Som eft tillagg till den initiala reproducerbarhetsstudien med data frén prover mycket néra
analysens cutoff, utférdes ytterligare en precisionsstudie pé& ett laboratorium utanfér QIAGEN med

anvandning av RCS.

* NCCLS. Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline. NCCLS document E5-A
(1999).
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Panelen bestod av 1 negativt, 2 negativa eller lagt positiva, och 2 lagt positiva prover. Varje
prov i panelen bereddes genom tillsats av odlade Jurkat- och SiHa-celler i PreservCytl&sning for
att ge féljande RLU/CO-varden (se tabell 40 nedan):

Det externa laboratoriet slutférde RCS-automatiserad testning med anvéndning av en enstaka lot
av reagenser i digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet for varje testkdrning, utférde festet 2
génger per dag pd 3 olika dagar med en tillhandahdllen panel beatéende av 5 simulerade
PreservCyt-prover. Varje prov i panelen delades upp i 4 prover och samtliga 4 prover testades p&

samma mikroplatta (se tabell 41 nedan).

Tabell 40. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — RCS-automatiserad testning med manvell
provberedning; kvantitativ reproducerbarhet néra panelprover med analysens CO

Ungefarligt
Panelprov RLU/CO-varde Férvéntat resultat
N 0.2 Negativ
2N 0.8-1.2 Hogt negativt/lagt positivt
3P 0.8-1.2 Hagt negativt/lagt positivt
4P 1.2-2.0 Lagt positivt
5P 1.2-2.0 Lagt positivt

Tabell 41. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — RCS-automatiserad testning med manvell
provberedning; kvantitativ reproducerbarhet néra analys-CO

Standardavvikelse

Medel- Inom Mellan Mellan
Panelprov n RLU/CO kdrning kdrningar dagar Totalsumma CV (%)
N 24 0.14 0.01 0* 0.02 0.02 15.12
2N 24 1.39 0.14 0.15 o* 0.21 14.84
3P 24 1.31 0.16 o* 0.11 0.19 14.70
4P 24 1.74 0.13 0.21 0.18 0.31 17.73
5P 24 1.63 0.24 0.20 0.26 0.40 24.63

* Negative variance components are set equal to zero.

Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit.

En intern studie av provberedning med anvédndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit utférdes
med anvandning av kliniska PreservCyt-prover som erhéllits frén kvinnor med et av féljande tva

cytologiresultat:
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® ASC-US eller hégre an ASC-US
® negativa for intraepitelial lesion eller malignitet (NILM)

Tva prover avldgsnades frén varje patientprov. Varje prov bereddes individuellt med anvéndning
av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet och resultaten faststélldes genom RCS-automatiserad
testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.

| likhet med andra kvalitativa [VD-tester associeras variabilitet hos digene HC2 hégrisk-HPY DNA-
testresultat frén kliniska prov primért med en eller en kombination av féljande faktorer:
provtagning, provberedning samt testproceduren. Effersom testresultaten som jamfordes erhdllits
frén samma kliniska patientprov (benémnt “mellan prover”), kontrollerade den experimentella
designen for variabilitet pa grund av provtagning. Reproducerbarheten for resultat (se tabell 42
nedan) som erhélls frén 2 enskilt beredda prover frén samma kliniska patientprov speglar

variation p& grund av provberedning och testprocedur.

Tabell 42. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kit; kvalitativ reproducerbarhet mellan prover

Positiv 6verensstimmelse (%) Negativ 6verensstimmelse (%) Total 6verensstammelse (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95 % Kl 95 % Kl 95 % Kl
99.0 96.4 97.3
(95/96) (161/167) (256/263)
94.3-99.8 92.4-98.3 94.6-98.7

Ytterligare en studie utférdes for att utvérdera reproducerbarheten fr resultat som erhéllits med
simulerade PreservCyt-prover. Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-
kitet fslides av RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet. De 8
positiva proven i panelen bereddes genom tillsats av antingen HPV-DNA-positiva SiHa- eller Hela-
celler till HPV-DNA-negativa C33 A-eller i PreservCytl6sning, medan de 2 HPV-DNA-negativa
proverna i panelen endast innehdll HPV-DNA-negativa C-33 Aceller.

Tre olika operatérer utférde testningen under en dag med anvéndning av tre olika
QIlAsymphony SP-instrument och tre olika loter av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet med
panelprov 2N, 3E, 5P, 7P och 9P. Panelprov 2N, 3E, 5P och 7P testades med 18 replikat i 3
olika kérningar, vilket gav 54 datapunkter for varje prov i panelen. Panelprov 9P testades med

16 replikat i 3 olika kérningar, vilket gav 48 datapunkter.

En operatér utférde digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet pa tre olika dagar med anvéndning
av tre olika QlAsymphony SP-instrument och en lot av QIAsymphony DSP HPV Media-kitet med
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panelprov 1N, 4E, 6P, 8P och 10P. Panelprov 1N, 4E, éP och 8P testades med 18 replikat i 8
olika kérningar, vilket gav 144 datapunkter fér varje prov i panelen. Panelprov 10P testades med

16 replikat i 8 olika kérningar, vilket gav 128 datapunkter.

Av proverna i panelen med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer éver CO-vérdet, var 572 av
572 (100,0 %) positiva. Av proverna i panelen med en medel-RLU/CO inom 20 % &ver eller
under CO-vérdet, var 98 av 198 (49,5 %) positiva och 100 av 198 (50,5 %) var negativa. Av
proverna i panelen med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer under CO-véardet, var 198 av 198
(100,0 %) positiva (se tabell 43 nedan).

Tabell 43. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kit; kvalitativ reproducerbarhet

Positivt testresultat

Panelprov Cellyp Medel-RLU/CO Standardavvikelse (%) (n/N)

N C-33A 0.37 0.05 0 (0/144)

2N C33A 0.41 0.06 0 (0/54)

3E Hela och C-33 A 0.81 0.11 6 (3/54)

4E SiHaoch  C-33 A 1.09 0.18 66 (95/144)

5P Hela och C-33 A 3.17 0.46 100 (54/54)

6P SiHa och C-33 A 4.81 0.74 100 (144/144)

7P Hela och C-33 A 6.77 0.97 100 (54/54)

8P SiHa och C-33 A 9.41 1.39 100 (144/144)

9P Hela och C-33 A 13.72 2.81 100 (48/48)

10P SiHa och C-33 A 28.13 5.08 100 (128/128)

Resultaten indikerar att prover som var 20 % eller mer fran CO-véardet kan férvéntas ge férenliga
resultat. Prover som var néra CO-vérdet gav ungefér lika ménga positiva som negativa resultat.
Dessa data visar att provberedning av PreservCyt-prover med anvandning av QlAsymphony DSP
HPV Mediakit faljt av testning med digene HC2 HighRisk HPV DNA-testet ger reproducerbara

resultat.

Resultaten av den interna studien anvandes ocks& for aft utvdardera den kvantitativa
reproducerbarheten fér resultat som erhodlls med provberedning av PreservCyt-prover med
anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Mediakit (se tabell 44 och tabell 45 nedan).
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Tabell 44. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kit; kvantitativ reproducerbarhet med samma operatér

Standardavvikelse
Panelprov n RTS?ZL) kﬁl:?:;ur kgr\::::;r komlﬁ?:::::ner* st:::’o':::iv'ic;('jse Berﬁé(c(:;)lohl
N 144 0.37 0.04 0.03 0.03 0.06 14.92
4E 144 1.09 0.12 0.11 0.09 0.19 17.24
6P 144 4.81 0.49 0.40 0.42 0.77 15.92
8P 144 9.41 0.96 0.97 0.46 1.44 15.32
10P 128 28.13 4.00 2.04 2.54 5.16 18.35

* Between combinations of QIAsymphony SP instruments and different days.

Tabell 45. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kit; kvantitativ reproducerbarhet pa samma dag

Standardavvikelse
Medel- Berdknad total Berdknad total
Panelprov n RLU/CO Inom kdrningar Mellan kérningar'  standardavvikelse CV (%)
2N 54 0.41 0.04 0.05 0.06 15.86
3E 54 0.81 0.08 0.08 0.12 14.48
5P 54 3.17 0.38 0.33 0.50 15.72
7P 54 6.77 0.92 0.38 1.00 14.73
9P 48 13.72 2.64 1.15 2.88 21.01

—+

En kérning bestér av en kombination av ett QIAsymphony DSP HPV Media-kit, ett QlAsymphony SP-
instrument och en operatér.

Den kvantitativa reproducerbarheten &r mycket hag vilket visas genom att alla CV-varden ar kvar
under 25 %. Standardavvikelser mellan kérningar &r jamférbara med det motsvarande vardet
inom kérningar, vilket indikerar enhetliga resultat oavsett vilket instrument eller vilken lot av kitet
som anvdants.

Provberedning med anvéindning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit.

En intern studie av provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNAkit utférdes
med anvéndning av kliniska PreservCyt-prover som erhéllits frén kvinnor med antingen cytologin
ASC-US eller NILM: Tv& prover avldgsnades frén varje patientprov. Varje prov bereddes
individuellt med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-kitet och resultaten faststélldes
genom RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.
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| likhet med andra kvalitativa IVD-tester associeras variabilitet hos digene HC2 High-Risk HPY
DNAdestresultat fran kliniska prov primért med en eller en kombination av féljande faktorer:
provtagning, provberedning samt testproceduren. Effersom testresultaten som jamférdes erhdllits
frén samma kliniska patientprov (benémnt “mellan prover”), kontrollerade den experimentella
designen for variabilitet pd grund av provtagning. Reproducerbarheten for resultat (se tabell 46
nedan) som erhélls frén 2 enskilt beredda prover frén samma kliniska patientprov speglar

variation p& grund av provberedning och testprocedur.

Tabell 46. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit; kvalitativ reproducerbarhet mellan prover

Positiv dverensstimmelse (%) Negativ Sverensstammelse (%) Total 6verensstammelse (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95 % K 95 % Kl 95 % K
95.3 96.7 96.2
(101/106) (176/182) (277/288)
89.4-98.0 92.3-98.5 93.3-97.9

Ytterligare en studie utférdes for att utvérdera reproducerbarheten fér resultat som erhéllits med
simulerade PreservCyt-prover. Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNA-
kitet foljdes av RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.

Tre olika operatérer utférde digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet p& olika dagar med olika
instrument och olika reagensloter med en 9-provspanel. Varje prov i panelen testades i duplikat i
24 olika kérningar, vilket gav 48 datapunkter for varje prov i panelen. De 8 positiva proven i
panelen bereddes genom tillsats av antingen HPV-DNA-positiva SiHa- eller Hela-celler till HPV-
DNA-negativa H9-celler i PreservCytdsning, medan det HPV-DNA-egativa provet i panelen
endast innehdll HPV-DNA-negativa H9-celler.

Av proverna i panelen med en medelRLU/CO vid 20 % eller mer éver CO-ardet, var 237 av
240 (98,8 %) positiva. Av proverna i panelen med en medelRLU/CO inom 20 % &ver eller
under CO-vardet, var 95 av 144 (66,0 %) positiva och 49 av 144 (34,0 %) var negativa. Av
proverna i panelen med en medelRLU/CO vid 20 % eller mer under CO-vardet, var 48 av 48
(100,0 %) positiva (se tabell 47 nedan).
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Tabell 47. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QlAsymphony DSP AXpH DNA-kit; kvalitativ reproducerbarhet

Positivt testresultat
Panelprov Cellyp Medel-RLU/CO Standardavvikelse (%) (n/N)

N Ho 0.17 0.03 0 (0/48)

2E H9 och Hela 1.00 0.16 56 (27/48)

3E H9 och Hela 1.16 0.57 54 (26/48)

4E H9 och SiHa 1.18 0.23 88 (42/48)

5P H9 och SiHa 1.89 0.20 100 (48/48)
6P H9 och Hela 2.05 0.43 96 (46/48)

7P H9 och SiHa 2.97 0.45 100 (48/48)
8P H9 och Hela 5.67 0.61 100 (48/48)
9P H9 och SiHa 9.91 1.63 98 (47/48)

Resultaten indikerar att prover som var 20 % eller mer fran CO-véardet kan férvéntas ge férenliga
resultat. Prover som var néra CO-vérdet gav ungefdr lika ménga positiva som negativa resultat.
Dessa data visar att provberedning av PreservCyt-prover med anvdndning av QlAsymphony DSP
AXpH DNAkit folit av testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet ger reproducerbara

resultat.

Resultaten av den interna studien anvandes ocks& for aft utvdardera den kvantitativa
reproducerbarheten fér resultat som erhodlls med provberedning av PreservCyt-prover med
anvdndning av QlAsymphony DSP AXpH DNAkit (se tabell 48 nedan).
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Tabell 48. Reproducerbarhet for PreservCyt-prover — provberedning med anvéindning av
QIAsymphony DSP AXpH DNA-kit; kvantitativ reproducerbarhet

Standardavvikelse

Medel- Inom Mellan Mellan Berdknad total Beréiknad total
Panelprov n RLU/CO  kérningar kéringar  kombinationer*  standardavvikelse CV (%)
N 48 0.17 0.02 0.02 0.01 0.03 18.13
2E 48 1.00 0.14 0.05 0.06 0.16 16.20
3E 48 1.16 0.48 0.22 0.23 0.57 49.27
4E 48 1.18 0.16 0.14 0.10 0.23 19.63
5P 48 1.89 0.09 0.09 0.16 0.20 10.63
6P 48 2.05 0.18 0.34 0.19 0.43 20.83
7P 48 2.97 0.27 0.23 0.28 0.45 15.14
8P 48 5.67 0.35 0.44 0.24 0.61 10.85
9P 48 9.91 1.36 0.55 0.71 1.63 16.42

*Mellan kombinationer av digene HC2 High-RiskHPV DNA-testkit, QlAsymphony DSP AXpH DNAkit, anvént

RCS, anvant QlAsymphony SP och operatér..

Reproducerbarhet av kliniska SurePath-prov

Manuell testning

Reproducerbarheten fér manuell testning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med
digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet faststélldes i en studie med anvéndning av tre olika
laboratorier. Panelproverna testades med anvéndning av ett CO p& 1,0 RLU/CO pa olika dagar

och med olika kérningar med en identisk uppsatining panelprover med kant positiv eller negativ

HPV-status. Panelen bestod av 5 positiva, 2 hégt negativa/lagt positiva, och 5 negativa prover.

Varje prov i panelen bereddes genom kombination av unika kliniska prover som tagits i SurePath-
konserveringsvitska med ett kdnt negativt och positivt HPV-status for att erhédlla de &nskade

mélvardena fér RLU/CO. Varje prov i panelen testades i duplikat, tv& génger per dag, under en

period p& 5 dagar vid vart och ett av de 3 deltagande laboratorierna (se tabell 49 nedan).
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Tabell 49. Reproducerbarhet av SurePath-prover med postgradient cellpellet — manuell testning;

kvalitativ reproducerbarhet

Panelprov Medel-RLU/CO Positivt testresultat (%) (n/N)
1 0.20 0.0 (0/60)
2 0.21 0.0 (0/60)
3 0.22 0.0 (0/60)
4 0.28 3.3 (2/60)
5 0.36 3.3 (2/60)
6 0.83 21.7 (13/60)
7 117 43.3 (26/60)
8 19.47 100.0 (60/60)
9 25.65 100.0 (60/60)
10 81.52 100.0 (60/60)
n 154.18 100.0 (60/60
12 765.29 100.0 (60/60)

RCS-automatiserad testning

Reproducerbarheten av resultaten av SurePath-proverna med postgradient cellpellet med RCS-
automatiserad testning jémférdes med resultaten som erhélls med manuell testning. Tvé separata
alikvoter frén samma bearbetade SurePath-prover med postgradient cellpellet (frdn samma

patientprov) testades (se tabell 50 nedan).

Tabell 50. Reproducerbarhet av SurePath-prover med postgradient cellpellet — RCS-automatiserad

testning; resultatéverensstimmelse mellan RCS-automatiserad och manuell testning

Positiv 6verensstdmmelse (%)

Negativ Sverensstammelse (%)

(n/N) (n/N)
95 % K 95 % K
Kraftigt positivt omrade Kraftigt negativt omrade
Alla positiva (RLU/CO > 2,5) Alla negativa (RLU/CO < 0,80)
99.0 100.0 97.7 98.7
(417/421) (375/375) (1057/1079) (1050/1064
97.6-99.7 99.0-100.0 96.9-98.75 97.8-99.28
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Provberedning av SurePath-prover med anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-sats

En studie utférdes for att utvérdera reproducerbarheten for resultat som erhéllits med simulerade
SurePath-prover. Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet foljdes
av RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet. De 4 positiva proven i
panelen bereddes genom tillsats av antingen HPV-DNA-positiva SiHa<eller till HPV-DNA-negativa
H-9-celler i SurePath-konserveringslésning, medan det HPV-DNA-negativa provet i panelen endast

innehdll HPV-DNA-negativa H-9-celler i SurePath-konserveringsldsning.

Tre olika operatérer utférde testningen p& 6 olika dagar med anvéndning av 3 olika
QIlAsymphony SP-instrument och 3 olika loter av QlAsymphony DSP HPV Media-kitet med
panelprov 1N, 2E, 3P, 4P och 5P. Panelprov 1N, 2E, 3P och 4P testades med 18 replikat i 37
olika kérningar, vilket gav 666 datapunkter for panelprov 2E och 3P och 665 datapunkter for
panelprov TN och 4P. Panelprov 5P testades med 16 replikat i 37 olika kérningar, vilket gav
590 datapunkter. Fyra datapunkter exkluderades p& grund av ofillrécklig volym vilket flaggades
av QlAsymphony SP under provberedningen.

Av proverna i panelen med en medelRLU/CO vid 20 % eller mer éver CO-vardet, var 1921 av
1921 (100,0 %) positiva. Av proverna i panelen med en medel-RLU/CO inom 20 % &ver eller
under CO-vardet, var 410 av 666 (61,6 %) positiva och 256 av 666 (38,4 %) var negativa. Av
proverna i panelen med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer under CO-vérdet, var 664 av 665
(99,8 %) negativa (se tabell 51 nedan).

Tabell 51. Reproducerbarhet for SurePath-prover — provberedning med anvéndning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kitet; kvalitativ reproducerbarhet

Positivt testresultat (%)
Panelprov Celltyp Medel-RLU/CO Standardavvikelse (n/N)
N H9 0.38 0.06 0.2 (1/665)
2E SiHa och H9 1.06 0.17 61.6 (410/666)
3P SiHa och H-9 4.51 0.78 100.0 (666/666)
4P SiHa och H-9 8.34 1.57 100.0 (665/665)
5P SiHa och H-9 24.69 5.12 100.0 (590/590)

Resultaten indikerar att SurePath-prover som var 20 % eller mer frén CO-vérdet kan férvéntas ge
forenliga resultat. SurePath-prover som var néra CO-vérdet gav ungefdr lika mé&nga positiva som
negativa resultat. Dessa data visar att provberedning av SurePath-prover med anvéndning av
QIAsymphony DSP HPV Media-kit féljt av testning med digene HC2 HighRisk HPV DNA-testet ger

reproducerbara resultat.
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Resultaten av den interna studien anvandes ocks& for aft utvdardera den kvantitativa
reproducerbarheten for resultat som erhélls med provberedning av SurePath-prover med
anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Mediait (se tabell 51 nedan).

Tre olika operatérer utférde testningen p& 6 olika dagar med anvéndning av 3 olika
QlAsymphony SP-instrument och 3 olika loter av QIAsymphony DSP HPV Media-kitet med
panelprov 1N, 2E, 3P, 4P och 5P. Panelprov 1N, 2E, 3P och 4P testades med 18 replikat i 8
olika kérningar, vilket gav 162 datapunkter fér varje prov i panelen. Panelprov 5P testades med

16 replikat vilket gav 144 datapunkter (se tabell 52 nedan).

Tabell 52. Reproducerbarhet for SurePath-prover — provberedning med anvandning av
QlAsymphony DSP HPV Media-kitet; kvantitativ reproducerbarhet

Standardavvikelse
Panelprov n R'rl?/:l(eilo kﬁl:?:;ur '::::: komlra?:tlzlri:ner* sI::LZI:::jvtiT::Ilse Berﬁ(l:(ctz;)lohl
N 162 0.37 0.06 0.02 0.03 0.07 19.18
2E 162 1.05 0.14 0.07 0.10 0.18 17.41
3P 162 4.40 0.62 0.00 0.43 0.75 17.09
4P 162 8.24 1.15 1.01 1.34 1.77 21.42
5P 144 23.89 3.95 4.10 4.67 6.11 25.59

* A run consists of a combination of a QIAsymphony DSP HPV Media Kit, a QlAsymphony SP instrument and an operator on
a particular day.

Den kvantitativa reproducerbarheten &r mycket hég vilket visas genom att alla CV-vérden &r kvar
under 26 %. Standardavvikelser mellan kdrningar ér jémférbara med det motsvarande vérdet
inom korningar, vilket indikerar enhetliga resultat oavsett vilket instrument eller vilken lot av kitet

som anvdnts.

Provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med anvéndning av QlAsymphony
DSP HPV Media-satsen

En studie utférdes for att utvérdera reproducerbarheten for resultat som erhéllits med simulerade
SurePath-prover med postgradient cellpellet. Provberedning med anvéndning av QlAsymphony
DSP HPV Media-satsen fslides av RCS-automatiserad testning med digene HC2 High-Risk HPV
DNA-estet. Cellkulturmaterial i 70 % SurePath-konserveringsldsning anvéndes for att likna
SurePath-prover med postgradient cellpellet. De 4 positiva panelproverna bereddes genom fillsats
av antingen HPVDNA-positiva SiHa-celler till HPV-DNA-negativa H-9<eller i SurePath-
konserveringslsning, medan det HPV-DNA-negativa panelprovet endast innehdll HPV-DNA-

negativa H-9-celler i SurePath-konserveringsldsning.
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Fyra olika operatérer utférde testningen pé& 6 olika dagar med anvdndning av 3 olika
QlAsymphony SP-instrument och 3 olika loter av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen med
panelprov 1, 2, 3, 4 och 5. Panelprover 1, 2, 3 och 4 testades med 18 replikat i 37 olika
kérningar, vilket gav 666 datapunkter fér panelprov 1 och 3, och 665 datapunkter for
panelprov 2 och 4. Tvéa datapunkter exkluderades p& grund av ofillracklig volym vilket flaggades
av QlAsymphony SP under provberedningen. Panelprov 5 testades med 16 replikat i 37 olika
korningar, vilket gav 592 datapunkter.

Av proverna i panelen med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer dver CO-vérdet, var 1923 av
1923 (100,0%) positiva. Av proverna i panelen med en medel-RLU/CO inom 20 % &ver eller
under CO-vardet, var 416 av 665 (62,6 %) positiva och 249 av 665 (37,4 %) negativa. Av
proverna i panelen med en medel-RLU/CO vid 20 % eller mer under CO-vardet, var 666 av 666
(100 %) positiva (se tabell 53 nedan).

Tabell 53. Reproducerbarhet for SurePath-prover med postgradient cellpellet — provberedning
med anvédndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen; kvalitativ reproducerbarhet

Medel- Positivt testresultat (%)
Panelprov  Celltyp RLU/CO Standardavvikelse CV (%) (n/N)
1 H9 0.12 0.02 18.77 0.0 (0/666)
2 SiHa och H-9 0.96 0.11 11.15 62.6 (416/665)
3 SiHa och H-9 4.72 0.56 11.89 100.0 (666/666)
4 SiHa och H-9 9.34 0.98 10.46 100.0 (665/665)
5 SiHa och H-9 24.9 3.37 13.55 100.0 (592/592)

Resultaten indikerar att SurePath-prover med postgradient cellpellet som var 20 % eller mer frén
CO-vardet kan forvantas ge forenliga resultat. SurePath-prover med postgradient cellpellet som
var ngra CO-vardet gav ungefér lika ménga positiva som negativa resultat. Dessa data visar att
provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med anvéandning av QlAsymphony
DSP HPV Media-satsen fdljt av testning med digene HC2 High-Risk HPV DNAdestet ger

reproducerbara resultat.

Resultaten av den interna studien anvindes ocksd fér att utvérdera den kvantitativa
reproducerbarheten foér resultat som erhdlls med provberedning av SurePath-prover med

postgradient cellpellet med anvandning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen.

Fyra olika operatérer utférde testningen p& 6 olika dagar med anvdndning av 3 olika
QlAsymphony SP-instrument och 3 olika loter av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen med
panelprov 1, 2, 3, 4 och 5. Panelprov 1, 2, 3 och 4 testades med 18 replikat vilket gav

Bruksanvisning fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-test  08/2015

104



162 datapunkter for varje panelprov. Panelprov 5 testades med 16 replikat vilket gav
144 datapunkter (se tabell 54 nedan).

Tabell 54. Reproducerbarhet fér SurePath-prover med postgradient cellpellet - provberedning
med anvédndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen; kvantitativ reproducerbarhet

Standardavvikelse
Medel- Inom Mellan Mellan Berdknad total Berdknad total
Panelprov n RLU/CO kérningar dagar kombinationer*  standardavvikelse CV (%)
1 162 0.12 0.02 0.00 0.01 0.02 19.80
2 162 1.00 0.08 0.02 0.06 0.10 10.27
3 162 4.99 0.37 0.13 0.38 0.55 11.00
4 162 9.78 0.61 0.23 0.54 0.85 8.72
5 144 26.40 2.19 0.70 1.51 2.75 10.41

* Mellan kombinationer av olika dagar, operatérer, loter av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen och QIAsymphony SP-
instrument.

Den kvantitativa reproducerbarheten &r mycket hég vilket visas genom att alla CV-vérden &r kvar
under 20%. Standardavvikelser mellan kérningar &r jamférbara med det motsvarande vardet
inom kdrningar, vilket indikerar enhetliga resultat oavsett vilket instrument eller vilken lot av satsen

som anvdnts
Korsreaktivitet

Ett batteri av bakterier, virus och plasmider som férekommer allmént i kvinnans anogenitala
kanal, liksom en samling av kutanotropa HPV-typer fér vilka det fanns fillgéngliga kloner,
analyserades for faststallande av om det skulle uppsta en korsreaktivitet med digene HC2 High-
Risk HPV DNA-estet. Alla mikroorganismer analyserades vid koncentrationer p& 1 x 10° och
1 x 107 organismer per ml. Renat DNA av virus och plasmider analyserades vid en koncentration

pd& 4 ng/ml.
Féljande bakterier testades och alla testades negativt i digene HC2 High-Risk HPY DNA-testet:

® Acinetobacter anitratus

® Acinetobacter lwoffi (ATCC 17908)

e Bacteroides fragilis (ATCC 25285)

® Bacteroides melaninogenicus

e Candida albicans (ATCC 14053 eller 10231)

e Chlamydia trachomatis
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® Entferobacter cloacae

® Escherichia coli (HB101)*

® Escherichia coli

® Fusobacterium nucleatum

e Gardnerella vaginalis

e Haemophilus ducreyi

e Klebsiella pneumoniae

® lactobacillus acidophilus

® Mobiluncus curtisii

® Mobiluncus mulieris

e Mycoplasma hominis

® Mycoplasma hyorhinis

® Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
e Neisseria lactamica (NRL 2118)

® Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
e Neisseria sicca (ATCC 2925¢)

® Peptostreptococcus anaerobius

® Protfeus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
® Serratia marcescens

e Staphylococcus aureus (Cowan-stam)
® Staphylococcus epidermidis

e Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
® Sireptococcus pyogenes (ATCC 27762)
e Treponema pallidum

e Trichomonas vaginalis

® Ureaplasma urealyticum

Foljande virus- eller plasmid-DNA eller humant serum testades och alla testades negativt i digene
HC2 High-Risk HPV DNA-testet:

e Adenovirus 2

e Cytomegalovirus

* Bade E. colistammen som anvéndes fér att odla plasmider (HB101) och ett kliniskt isolat av E. coli analyserades.
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® Epstein-Barr-virus

® Hepatit B-ytantigenpositivt serum

® Herpes simplex |

e Herpes simplex Il

e Humant immunbristvirus (HIV, RT DNA)
e HPVtyp 1,2,3,4,5, 8, 13 0ch 30

e Simian-virus typ 40 (SV40)

Den enda plasmiden som visade korsreaktivitet i digene HC2 High-RiskHPV DNA-estet var
pBR322. Korsreaktivitet mellan pBR322 och probblandningen &r 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 falska positiva resultat skulle
kunna férekomma i nérvaro av héga nivder av den bakteriella plasmiden. Emellertid hade 298
kliniska prover som testades positiva med digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet inga positiva
resultat p& grund av pBR322 nér de testades med en pBR322-prob. Sannolikheten for ett falskt
positivt resultat med digene HC2 HighRisk HPV DNAdestet p& grund av homologa pBR322-

sekvenser i kliniska prover férefaller allts& vara lag.
Korshybridisering

Arton olika HPV-typer (hégrisk och l&grisk) testades med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet
vid koncentrationer p& 4 ng/ml av HPV-DNA. Alla hdgrisk-HPV-mélen var positiva. Denna studie
visade dessutom att det sker en liten grad av korshybridisering mellan HPV4yp 6 och 42 och
digene HC2 High-RiskHPY DNA-testet. Patientprover med héga nivéer (4 ng/ml eller hégre) av
HPV-typ 6 eller 42 kan ha falska positiva resultat i digene HC2 HighRisk HPV DNA-estet. Den
kliniska signifikansen av detta &r att patienter med 4 ng/ml eller hégre av HPV-yp 6 eller 42 kan

remitteras till kolposkopi i onédan.

Det har aven visats att digene HC2 HighRisk HPV DNA-testet korsreagerar med HPV-typ 40, 53
och 66. Dessa typer ar sdllsynta, och det finns inte tillracklig evidens for aft faststélla den exakta
korrelationen mellan infektion med dessa typer och utvecklingen av héggradig sjukdom (15). Det
finns Gven rapporter i litteraturen om att komplexa prober som é&r likartade med de som anvénds i
detta test kan orsaka falska positiva resultat p& grund av korshybridisering med HPV-4yp 11, 53,
54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 eller MM9 (35). Aven om flera av dessa HPV-typer &r sdllsynta
eller nya typer som sdllan tréffas p& vid héggradig sjukdom, kan patienter vilkas prover

innehdller héga nivéer av dessa HPV-DNA-typer felaktigt bli remitterade till kolposkopi.
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Effekt av blod och andra substanser pa STM-prover

Effekten av blod och andra potentiellt stérande definierade eller odefinierade substanser
utvarderades i digene HC2 High-Risk HPV DNAdestet. Helblod, slidskdljningsvétska,
svampdddande krém och spermiedddande medel (substanser som ofta éterfinns i cervixprover)
tillsattes till STM-negativa och STM-positiva prover (kliniska provpooler och ickekliniska prover)

vid koncentrationer som kan finnas i cervixprover.

Inga falska positiva resultat observerades med négon av de fyra substanserna vid négon
koncentration. Eft falskt negativt resultat kan dock rapporteras i kliniska prover med HPV-DNA-
niver som &r nara CO for testet (1 pg/ml) om det finns héga koncentrationer av svampdédande
kram eller spermiedddande krém. Det ar dock mycket osannolikt att ett kliniskt prov skulle besta
n&stan helt av en av dessa substanser eftersom cervix rutinméssigt rengérs fére provtagning fér

pap smear och fér HPV-testning.
Effekt av blod och andra substanser p& PreservCyt-prover
Manuell provberedning

Effekten av blod och andra potentiellt stérande definierade eller odefinierade substanser som
potentiellt finns i PreservCyt-prover utvarderades i digene HC2 High-Risk HPV DNAdestet.
Helblod, slidsksljningsvatska, svampdddande kram och spermiedédande medel (substanser som
ofta aterfinns i cervixprover) tillsattes till pooler med negativa och positiva kliniska PreservCyt-
prover vid koncentrationer som kan finnas i cervixprover. Inga falska positiva resultat
observerades med né&gon av de 4 substanserna vid ndgon koncentration. Dessutom hédmmas inte
detektionen av HPV-DNA med digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet av substanser som ingdr

naturligt i vissa kliniska prover.
Provberedning med anvéndning av QlAsymphony DSP HPV Media-kit

Effekterna av blod och andra potentiellt stdrande substanser i PreservCyt-prover utvarderades med
anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Mediakitet fér provberedning och RCS-automatiserad
testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-estet. Effekter av fdljande potentiellt stérande

substanser testades:

e Svampdddande kram
e Antiinflammatorisk krém
e Blod

® Spermiedddande medel
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e Slidskdljning

® Deodorantsuppositorier

e Glidmedel

e Spermicid

Var och en av substanserna tillsattes till negativa och positiva kliniska pooler. Inga falska positiva
eller falska negativa resultat observerades med ndgon av substanserna vid en koncentration som
kan finnas i cervixprover. Ett falskt negativt resultat kan dock rapporteras i kliniska prover med
HPV-DNA-nivéer som &r nara CO for testet om det finns héga koncentrationer av svampdédande
kram, glidmedel eller blod. Det ar dock mycket osannolikt att ett kliniskt prov skulle bestd nastan
helt av en av dessa substanser eftersom cervix rutinmdssigt rengérs fére provtagning fér pap

smear och fér HPV-testning.
Provberedning med anvandning av QIAsymphony DSP AXpH DNA-kit

Effekten av helblod i PreservCyt-prover utvérderades med anvéndning av QlAsymphony DSP
AXpH DNAkitet fér provberedning och testades sedan med digene HC2 High-Risk HPV DNA-
testet. Synbart blodiga kliniska prover valdes ut och testades med anvandning av bade metoden
for manuell provberedning och metoden fér automatiserad provberedning med anvéndning av
QlAsymphony DSP AXpH DNAkitet. Resultat jémférdes fér 238 prover och gav en total
Sverensstdmmelse pa 94,12 % och ett McNemar-p-varde pa 0,2850, vilket indikerar aft det inte
finns nagon statistiskt signifikant skillnad i kliniska prestanda mellan manuell respektive

automatiserad provberedningsmetod med anvéndning av QlAsymphony DSP AXpH DNAkitet.
Effekter av féljande potentiellt stérande substanser testades:

e Slidsksljning

e Svampdddande kram

e Spermiedédande medel

e Mononukledra celler i perifert blod (PBMC)
e Glidmedel

® |Infimspray

® Spermicid

® Magnetiska partiklar

e TopElute-vétska

Varje substans tillsattes till negativa och positiva cellpooler vid koncentrationer som kan finnas i
cervixprover eller kan tillsattas under provberedning. Inga falska positiva resultat observerades

med nd&gon av substanserna vid ndgon koncentration. Inga falska negativa resultat observerades
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med undantag fér spermiedddande medel. Ta inte ett PreservCyt-cervixprov fér automatiserad
provberedning med QIAsymphony DSP AXpH DNAkitet om det finns forekomst av

spermiedddande medel
Effekt av blod och andra substanser pé& SurePath-prover

Provberedning av SurePath-prover med anvandning av QIAsymphony DSP HPV Media-

satsen

Effekterna av blod och andra potentiellt stérande substanser i SurePath-prover utvérderades med
anvdndning av QlAsymphony DSP HPV Media-satsen fér provberedning och RCS-automatiserad
testning med anvéndning av digene HC2 HighRisk HPV DNA-testet.

Effekter av féljande potentiellt stérande substanser testades:

e Svampdddande krém

e Antiinflammatorisk krégm

e Blod

e Spermiedédande medel

e Slidsksljning

e Deodorantsuppositorier

e Glidmedel

e Spermicid

Var och en av substanserna tillsattes till negativa och positiva kliniska pooler. Inga falska positiva

resultat observerades med ndgon av substanserna vid en koncentration som kan finnas i

cervixprover.

Inga falska negativa resultat observerades med undantag fér féljande substanser:

e Spermiedédande medel orsakade falska negativa resultat vid en mycket lég koncentration.

@ Om det finns en hég koncentration av svampdddande krém i provet kan ett falskt negativt
resultat rapporteras i kliniska prover med HPV-DNA-niv&er som &r ndra CO fér testet. Det ar
dock mycket osannolikt att eft kliniskt prov skulle besta nastan helt av svampdédande kram

eftersom cervix rutinméssigt rengérs fére provtagning fér pap smear och fér HPV-testning.

Ta inte ett SurePath-cervixprov fér automatiserad provberedning med QIAsymphony DSP HPV

Media-satsen om det finns férekomst av svampdédande kram eller spermiedddande medel.
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Provberedning av SurePath-prover med postgradient cellpellet med anvéndning av
QlAsymphony DSP HPV Media-satsen

Effekterna av blod och andra potentiellt stérande substanser i SurePath-prover med postgradient
cellpellet utvdarderades med anvéandning av  QlAsymphony DSP HPV Media-satsen fér
provberedning och RCS-automatiserad testning med anvandning av digene HC2 High-Risk HPV
DNA-testet.

Effekter av féljande potentiellt stérande substanser testades:

® Svampdédande kram

e Antiinflammatorisk krégm

e Blod

e Spermiedédande medel

e Slidsksljning

e Deodorantsuppositorier

e Glidmedel

® Spermicid

Var och en av substanserna fillsattes till negativa och positiva kliniska pooler som sedan
bearbetades med BD PrepMate-systemet for aft imitera ett SurePath-prov med postgradient
cellpellet. Ett enskilt falskt positivt resultat observerades fér bade blod och svampdddande kram.
Den statistiska analysen visade emellertid ingen signifikant interferens. Inga falska positiva resultat

observerades med négon av de &vriga substanserna vid en koncentration som kan finnas i

cervixprover.

Falska negativa resultat observerades fér svampdédande krém, antiinflammatorisk krém och
spermiedédande medel. Ta inte ett SurePath-cervixprov fér automatiserad provberedning med
QlAsymphony DSP HPV Media-satsen om det finns férekomst av svampdédande kram,

antiinflammatorisk krém eller spermiedédande medel.
Overféring (carryover)

RCS utformades fér minimera provkontaminering eller dverféring av rester av alkaliskt fosfatas
genom anvéndning av engdngspipettspetsar for reagens och provaspiration. For att bekrafta
denna egenskap har QIAGEN utfért flera studier for att bedéma om anvéndningen av RCS 6kade
risken for éverforing eller korskontaminering av prover jamfért med den manvella metoden. Flera

RCS-instrument anvéndes for att faststalla dverféringspotential fran system till system.

Bruksanvisning fér digene HC2 High-Risk HPV DNA-test  08/2015



| en studie tillsattes 2 ng och 20 ng HPV-DNA-plasmid till negativt kontrollmaterial fér att bereda
hogt positiva STM-prover. Koncentrationen 20 ng/ml gav RLU-varden som var cirka 3-5 génger
hégre @n de varden som férvantades observeras hos det hogsta positiva kliniska provet vid
rutinmassig  klinisk testning. Dessa hdgt positiva simulerade prover placerades Sver hela
mikroplattan i ett schackménster, véxelvis i brunnar som bara innehdll negativ kontroll
(testbrunnar). Den hér designen beaktar eventuella additativa effekter av sekventiella hdgt positiva
prov. Dérefter testades mikroplattorna med bade den manuella och den RCS-automatiserade
testmetoden. Efter bearbetning jémférdes antalet falska positiva testbrunnar. RCS-automatiserad
testning genererade inte fler testbrunnar med falska positiva resultat dn den manuella metoden
med de simulerade STM-proverna, &ven nér en extremt hdg sekvens av positiva prover fanns pd

mikroplattan.

| en andra o&verféringsbeddmning kombinerades HPV-positiva PreservCyt-patientprover for aft
skapa en panel av prover med olika kemiluminiscensnivéer for att ge RLU/CO-vérden som var
representativa for det infervall som férvéntas vid rutinmdssig klinisk anvandning av RCS-
automatiserad testning. De positiva proverna lag mellan cirka 200-1800 RLU/CO. For att
bedéma potentialen for dverféring, inklusive de potentiella additiva effekterna av sekventiella
héga positiva prover, placerades de positiva proven i panelen p& mikroplattor i ett schackménster
bredvid negativa kontrollbrunnar. Sedan testades dessa plattor med den RCS-automatiserade

testmetoden.

Resultaten av den hér dverféringsbedémningen, med poolade patientprover, tyder pd en eventuell
falsk positiv frekvens p& 0,3 % pé grund av dverféringseffekt vid utférandet av RCS-automatiserad
testning med digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.

QIAGENS erfarenhet av att utféra tester med poolade PreservCyt-prover tyder pé att poolning av
PreservCyt-patientprover skapar prover som inte uppvisar egenskaper som liknar dem fér enskilda
patientprov. Aven om effekterna av den har poolningen pa &verféringspotentialen fér RCS-
automatiserad testning &r okdnda, visade ytterligare preklinisk testning av RCS-automatiserad
testning ingen okad potential fér falska positiva resultat p& grund av éverféring. Dessa
bedémningar utférdes med artificiella plasmidprover med DNA-koncentrationer som var néstan 5

génger hogre @n vad som observerats kliniskt.

| en tredje Sverforingsbedémning skapades testprover genom fillsats av fluorescensfarg, i
koncentrationer representativa fér analysens dynamiska RLU-intervall, ill bakgrundsmatriser som
lég ndra viskositeten hos kliniska prover och digene HC2 High-Risk HPV DNA-estreagens. Dessa
testprover bearbetades darefter p& 3 separata RCS-instrument och &verféringspotentialen

beddmdes fér vart och ett av de féljande viktiga stegen i RCS-programmet:
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e Provéverforing

e Overforing fran platta fill platta
e Probtillsats

e Skakning av mikroplatta

e Tvatt av mikroplatta

Fluorescensresultatet mattes vid en exciteringsvaglangd p& 485 nm och en emissionsvaglangd p&
535 nm och det var tillrackligt sensitivt for aft detektera en &verféringshandelse i
storleksordningen 1:20 000, vilket skulle motsvara ett falskt positivt resultat med digene HC2
High-Risk HPV DNA-estet (dvs. 1 pg i 20 ng). Resultaten av den har bedémningen visade ingen
Sverforingshandelse under négot av de viktiga stegen i RCS som skulle kunna leda till falska
positiva resultat for digene HC2 High-Risk HPV DNA-testet.

Reagensstabilitet i systemet

QIAGEN bedémde prestandaegenskaperna fér RCS-automatiserad testning vid anvéndning av
reagenser som var kvar p& systemplatformen under ldngre perioder. Reagenserna som mest
sannolikt utsatts for léngre placering i systemet innefattar probblandningen, DR1, DR2 och

infangningsmikroplattan.

Testprestanda beddmdes med béde nyberedda reagens och reagens som fanns kvar i plattformen
p& RCS-instrumentet vid rumstemperatur under en period pd 16 timmar (for att simulera 2
arbetsskift i laboratoriemiljén). Testning av simulerade kliniska prover utférdes med 2 RCS-

instrument p& var och en av 2 testdagar med en definierad reagensmatris (se tabell 55 nedan).

Tabell 55. Studiedesign for reagensstabilitet i systemet

RCS-instrument Dag 1 Dag 2
1 Gamla reagenser Farska reagenser
2 Farska reagenser Gamla reagenser

Ett diagram &ver alla RLU/CO-datapunkter visas i figur 3 nedan. Diagrammet och
regressionsanalysen for gamla jamfért med farska reagenser indikerar &verensstémmelse mellan

gamla och férska reagenser.
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Figur 3. Punktdiagram som jamfor analysens kalibrator- och kontrollvéirden med gamla och
farska reagens.

Ytterligare undersdkning av de 6verensstdmmande resultaten visar att inga kvalitativa resultat

dndrades vid anvandning av gamla reagens (se tabell 56 nedan).

Tabell 56. Overensstammelse mellan férska och gamla reagenser

Statistiskt matt Resultat
Total &verensstémmelse (%) 100.0%
(n/N) (96/96)
95 % Kl 97.97-100.0
Positiv verensstémmelse (%) 100.0%
(n/N) (64/64)
95 % Kl 97.97-100.0
Negativ &verensstémmelse (%) 100.0%
(n/N) (32/32)
95 % Kl 97.97-100.0
R? 0.9937
Lutning 0.97
Skérning 0.47
Kappa 1.0

Dataanalysen visar aft resultaten @r statistiskt identiska for farska och gamla reagens, vilket tyder
p& att reagens &r tillrdckligt stabila nér de férvaras i instrumentet under en period pé upp till 16

timmar.
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Symboler
Symbolerna i féljande tabell anvénds i denna bruksanvisning.

Symbol Symboldefinition

Réicker till 96 tester

Récker till 384 tester

384

IV D Medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik

R E F Katalognummer

Tillverkare

H l
py)
fm

Auktoriserad representant inom EU

Anvénd foére

Konsultera bruksanvisningen

g =

GTIN GTIN-artikelnummer (Global Trade ltem Number)
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Felsokningshandbok

Kommentarer och férslag

Felaktig eller ingen féargforéndring observeras under denaturering.

a)

b)

<)

d)

DNR &r infe berett pa ratt

satt

DNR é&r inte tillsatt

Provet innehaller blod eller
andra material som

maskerar fargférandringen

Provets pH kan vara

ovanligt surt

Se till att DNR innehdller indikatorférgen och har en

mérklila farg.

Se till att DNR har tillsatts till provet genom att mata
provets volym (ska vara 1,5 ml). Om volymen visar
att DNR inte har fillsatts ska du ftillsétta ratt méngd,
blanda och fortsétta med testet om den rdtta

fargforandringen observeras.

Den exakta fargférandringen som beskrivs véntas
inte ske med dessa provtyper; testresultat ska inte

péverkas negativt.

Om ingen av dessa orsaker stdmmer, kan provet
vara ovanligt surt, vilket gér att den vantade
fargforandringen inte intréffar. Ta ett nytt prov innan
du applicerar attiksyra i cervix eftersom ett oléampligt

prov-pH pdverkar testresultaten negativt.

Kvalitetskontroller ger felaktiga resultat.

a)

b)

Fel analysprotokoll har
valts f8r testet

Omvand placering av
QC1-IR och QC2-HR

Omvénd placering av HRC
och QC2-HR

Om analysprotokollet &r felaktigt for testet som utférs, ska
du avlésa mikroplattan igen inom 30 minuter efter DR2-

tillsats med anvandning av ratt analysprotokoll.

Testa om proverna.

Testa om proverna.
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Kommentarer och férslag

Felaktig fargfordndring observerad under hybridisering.

a)

b)

Testet godkdnns inte i analysvalideringen.

Oitilllracklig blandning av
probblandning med
denaturerade kalibratorer,
kvalitetskontroller och/eller
prov; eller probblandning
ar inte tillsatt; eller felaktig

reagensvolym &r tillsatt

Provet innehdller blod eller
andra material som

maskerar fargférandringen

Provet hade < 1000 pl
STM

kvalitetskontroller eller i prover.

a)

b)

d)

Ingen prob ar tillsatt Hill

probspddningsvétskan

Proben kontaminerades
med RNas under

beredning

Otillracklig blandning av
probblandning

Otillracklig blandning av
probblandning och

denaturerat prov

Skaka hybridiseringsmikroplattan eller mikrororstallet
som innehéller mikrordr i ytterligare 2 minuter. Om
det finns mikrordr eller mikroplattbrunnar  som
fortfarande ér lila, ska du fillsétta ytterligare 25 pl av
ratt probblandning och blanda vél. Om det inte sker
ndgon korrekt fargférandring trots ftillsats av
probblandning och ny blandning, och provet inte
innehdller blod eller andra material, ska provet

testas igen.

Den exakta fargférandringen som beskrivs véntas
inte ske med dessa provtyper; testresultat ska inte

péverkas negativt.

Kontrollera originalprovets volym. Volymen ska vara
1425 pl = 20 pl (efter avldgsnande av 75 pl alikvot
for testning). Om volymen ar < 1425 pl, innehdll

originalprovet < 1000 pl STM. Ta eft nytt prov.

Ingen signal observeras i positiva kalibratorer,

Bered probblandning s& som beskrivs i denna

bruksanvisning. Mérk réren noga.

Anvéand  pipettspetsar  med  aerosolbarriar  och
handskar ~ ndr  proben  pipetteras.  Bered
probblandning i en steril behéllare. Anvénd endast

rena, nya reagensbehéllare fér engéngsbruk.

Nar proben har tillsatts till probspédningsvétskan
vortexblandar du mycket noga vid hégsta hastighet i

minst 5 sekunder. Det ska bildas en synlig virvel.

Efter fillsats av probblandning och prov till varje
brunn  pd  hybridiseringsmikroplattan  eller
hybridiseringsmikroréret ska skakning utféras pa
Rotary Shaker | instélld p& 1100 + 100 rpm i 3 + 2
minuter. Kontrollera fargférandring fran lila till gult i

varje mikroplattbrunnn eller mikroror.
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Kommentarer och férslag

e)

f)

gl

h)

Felaktig tid eller temperatur

under hybridiseringssteget

Citillracklig blandning

under infdngningssteget

Ratt mangd DRI fillsattes
inte eller inkuberingen
skedde inte med den

specificerade tiden

Ratt méngd DR2 tillsattes
inte eller inkuberingen
skedde inte med den

specificerade tiden

DML-instrumentet
fungerade inte eller felaktig

programmering

Hybridisera i 60 £ 5 minuter vid 65 = 2 °C.
Kontrollera temperaturen for Microplate Heater |
eller vattenbadet. Kontrollera att Microplate Heater |
eller vattenbadet &r instdllt p& att vérma upp prover
till rétt temperatur och &r férvdrmda i 60 minuter
fore anvandning. Kontrollera att vattennivan ar
tillracklig for att varma upp prover Hill ratt

temperatur. Vattenbad ska kalibreras regelbundet.

Skaka pa en Rotary Shaker |i 60 + 5 minuter vid
20-25 °C s& som beskrivs i denna bruksanvisning.
Verifiera  Rotary ~ Shaker  lhastigheten  med
kalibrering. (Se Rotary Shaker | Anvéndarhandbok
(Rotary Shaker | User Manual).

Pipettera 75 pl av DR1 i varje brunn p& mikroplattan
med en 8-kanalspipett. Inkubera vid 20-25 °C i 30-

45 minuter.

Pipettera 75 pl av DR2 i varje brunn p& mikroplattan
med en 8-kanalspipett. Inkubera vid 20-25 °C i 15—

30 minuter.

Se tillamplig anvandarhandbok till DML-instrumentet
och till programvaran fér vidare anvisningar eller
kontakta QIAGENS tekniska service.

Férhojda RLU-varden i kalibratorer, kvalitetskontroller och/eller prov (> 200 RLU i ménga eller
alla mikroplattbrunnar). Testet kan underkénnas i analysvalideringen.

a)

DNR &r inte tillsatt; eller
felaktig reagensvolym
tillsattes; eller ofillracklig
blandning av DNR med
prover, kalibratorer eller

kvalitetskontroller

Kontrollera att den repeterande pipetten tillfér rétt méngd
innan du fillsatter DNR. Det &r viktigt med kalibrerade
pipetter. Tillsétt halva volymen av DNR fill varje rér och
blanda val. Undvik falska positiva resultat genom att
stkerstdlla att vatskan tvattar hela insidan av roret.
Kalibratorer, kvalitetskontroller och prover ska bli lila efter
tillsats av DNR.
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b)

d)

e)

f)

gl

h)

Ljuslacka i DML-
instrumentet; luckan ar inte
forsluten; forslutningen runt

luckan ér trasig

Kontamination av DR2 eller
brunnarna i
infangningsmikroplattan

med DR1 eller exogent

alkaliskt fosfatas

Kontaminerad tvattbuffert

Kontaminerad ~Automated
Plate Washer

Otillracklig  tvéttning  av
brunnarna pa
inféngningsmikroplattan
efter DR 1-inkubation

DR 1-kontamination av

mikroplattbrunnar

Hybridiseringsldsning

torkas inom samma
omrdde med Kimtowels-
torkar eller motsvarande

luddfria
pappershanddukar

Anvande fel torkhanddukar

Kontrollera bakgrundsavlésningen  (rddatamétning) av
DML-instrumentet genom att avlésa en tom mikroplatta. En
avlésning som é&r stérre dn 50 RLU indikerar aft det finns
en ljuslacka. Se ftillamplig anvandarhandbok till DML
instrumentet for anvisningar eller kontakta QIAGENSs

tekniska service.

Se "Kontaminationskontroll av DR2”, sida 128.

Se "Kontaminationskontroll av tvéttanordning och/eller
vattenkdlla”, sida 128.

Se "Kontaminationskontroll av tvéttanordning och/eller
vattenkdlla”, sida 128.

Tvétta brunnarna pé  infangningsmikroplattan vél med
tvattbuffert 6 gdnger, antingen genom att &verfléda
brunnarna eller anvénda Automated Plate Washer. Det
ska inte synas négra rester av rosa vatska i brunnarna pé&
mikroplattan efter tvatt. Se Automated Plate Washer
Anvéandarhandbok  (Automated  Plate Washer  User
Manual)  fér  anvisningar  om  testning  avseende

kontamination eller funktionsfel.

Kontrollera att alla arbetsytor ar rena och torra. Var

forsiktig nar du anvénder DR1. Undvik aerosoler.

Torka inte igen med redan anvénda Kimtowels-torkar eller

motsvarande luddfria pappershanddukar.

Anvind  Kimtowelstorkar eller motsvarande luddfria

pappershanddukar fér torkning.
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Laga PC/NC-kvoter eller stort antal légt positiva prover med kvoter < 2,0

(> 20 %). Testet kan underkénnas i analysvalideringen.

a)

b)

d)

f)

gl

Oitillracklig provberedning

Probblandning  ofillrackligt
blandad eller for litet
probblandning har tillsatts

Citillracklig méangd
probblandning har tillsatts
till varje
hybridiseringsmikrorér eller

brunn p& mikroplattan

Forlust av DR 1-aktivitet

Oitillracklig inféingning

Ctillracklig tvattning

Kontaminerad tvattbuffert

Tillsatt ratt volym av DNR och blanda noggrant med
vortexblandning. Undvik falska positiva resultat genom att

sdkerstdlla att vatskan tvattar hela insidan av réret.

For PreservCyt-prov maste du se till att tillrécklig blandning
och  resuspension av  cellpelleten  slutfors  fore
denatureringsinkubation.

En tydlig fargféréndring fran genomskinligt till morkt lila
ska observeras. Inkubera i 45 + 5 minuter vid 65 = 2 °C.
Bered probblandning enligt beskrivningen. Blanda noga
med vortexblandning och se till aft det bildas en synlig
virvel. Probblandning ska tillséttas till rér med en
volymetrisk pipett eller en pipett med flera kanaler fér att

sakerstdlla ratt tillforsel.

Kontrollera att den 8-kanaliga pipetten fillfér rétt méngd
innan du tillsatter probblandning.  Tillsatt 25 pl
probblandning till varje mikrorér eller mikroplattbrunn som
innehdller denaturerade kalibratorer, kvalitetskontroller
och prover. Fargférandringen ska gé fran mérklila till gult
efter tillsats och noggrann blandning. PreservCytprover

ska bli rosa istallet for gula.

Férvara DR1 vid 2-8 °C. Anvénd fére utgéngsdatumet.

Infdngningssteget ska utféras med en Rotary Shaker |
instdlld p& 1100 = 100 rpm. Validera skakarens hastighet

genom kalibrering.

Tvétta brunnarna pd mikroplattan vél med tvéttbuffert 6
génger, antingen genom att dverfldda brunnarna eller

anvdnda Automated Plate Washer.

Se "Kontaminationskontroll av tvéttanordning och/eller
vattenkdlla”, sida 128.

Serie av positiva prover med ungefér samma RLU-vérden.

a)

Kontamination av brunnar

p& inféingningsmikroplattan

Tack infangningsmikroplattan under alla inkubationer.
Undvik att exponera rér for aerosolkontamination medan

analysen utférs.  Anvénd  puderfria handskar under
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b)

<)

under test

DR2-kontamination

Funktionsfel i Automated
Plate Washer

Stora CV:n mellan replikat.

a)

b)

d

Felaktig pipettering

Oitillracklig blandning

Ofullsténdig 6verféring av
vatska frén
hybridiseringsmikroror eller
brunnar pé&
hybridiseringsmikroplatta
till brunnar pé

infadngningsmikroplatta
Olampliga

tvattforhallanden

DR 1-kontamination av

mikroplattbrunnar

manipulationer.

Se till aft du inte kontaminerar stamlésningen nar DR2
pipetteras i brunnarna pé& infdngningsmikroplattan. Undvik
att kontaminera DR2 med aerosoler fran DR1 eller med

laboratoriedamm osv.

Se "Kontaminationskontroll av tvéttanordning och/eller
vattenkdlla”, sida 128, eller se Automated Plate Washer
Anvandarhandbok  (Automated  Plate Washer  User
Manual) fér anvisningar om testning fér kontamination

eller funktionsfel.

Kontrollera att pipetten verkligen tillfér reproducerbara

volymer. Kalibrera pipetter rutinmassigt.

Blanda noga vid alla steg. Vortexblanda fére och efter
denatureringsinkubation och efter tillsats av

probblandning. Kontrollera att en synlig virvel bildas.

Kontrollera under Sverféringssteget fran
hybridiseringsmikroplattan eller hybridiseringsmikrordren
till brunnarna pé& inféngningsmikroplattan att

reproducerbara volymer &verférs.

Tvéatta brunnarna pé mikroplattan vél med tvattbuffert 6
génger, antingen genom att éverfldda brunnarna eller

anvdnda Automated Plate Washer.

Kontrollera att alla arbetsytor &r rena och torra. Var

forsiktig ndr du anvénder DR1. Undvik aerosoler.

Falska positiva resultat fran kénda negativa prover.

a)

DR2 kontaminerat

Kontrollera aft inga prov korskontamineras medan du
delar upp DR2 i alikvoter mellan prover. Om du bara
anvénder en del av ett kit, ska den volym som behovs for
det testet alikvoteras i en ren reagensbehdllare for

engéngsbruk innan pipetten fylls.
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b)

d)

e)

f)

DR 1-kontamination av

mikroplattbrunnar

Torkning inom  samma
omréde pd& Kimtowels-
torkar eller motsvarande

luddfria
pappershanddukar

Oitillracklig provberedning

Olampliga
tvatttorhallanden

Kontamination av
pipettspets  med icke-
denaturerat material under
Sverféring av denaturerat
prov till
hybridiseringsmikrordret

eller brunnen pa

hybridiseringsmikroplattan

Tvétta brunnarna pé mikroplattan vél med tvattbuffert 6
génger, antingen genom att dverfldda brunnarna eller
anvénda Automated Plate Washer. Det ska inte synas
ndgra rester av rosa vatska i brunnarna pd mikroplattan
efter tvatt.

Torka inte p& ett omréde som redan har anvénts.

Tillsatt ratt volym av DNR och blanda noggrant med
vortexblandning. Undvik falska positiva resultat genom att

sdkerstdlla att vatskan tvattar hela insidan av réret.

Fér manuell beredning av PreservCyt-prover maste du se
till aft tillrécklig blandning och resuspension av cellpelleten
slutfrs fére denatureringsinkubation. Se bruksanvisningen

till digene HC2 Sample Conversion-satsen.

En tydlig fargféréndring fran genomskinligt till mérkt lila
ska observeras. Inkubera i 45 + 5 minuter vid 65 + 2 °C.
For manuell beredning av SurePath-prover ska du se fill att

proverna inkuberas i 90 = 5 minuter vid 65 + 2 °C..

Wash microplate wells thoroughly with  Wash Buffer
6 times, either by overflowing the wells or using the
Automated Plate Washer.

The denaturation step of the specimen processing
procedure must be performed as directed in these
instructions for use. Improper specimen vortexing, tube
inversion and agitation can result in incomplete
denaturation  of  non-specific  RNA-DNA  hybrids
endogenous to cervical specimens. For PreservCyt or
SurePath specimens in particular, these hybrids are likely
to be present on the inside walls of the specimen

denaturation tube. To prevent carryover of this non-
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denatured cellular material, the pipet tip must not touch the
sides of the specimen denaturation tube during transfer of
the denatured specimen to the hybridization microtube or

hybridization microplate well.

Forhdjda NC-RLU-vérden (> 200 RLU). Resten av testet fungerar som férvéntat.

a) DR2 inkuberades vid en Kor om festet och kontrollera att inféingnings- och
detektionsstegen inkuberas vid 20-25 °C.

temperatur  Sver 20-
25 °C.
b) DR2 inkuberades ldngre Avlés mikroplattan efter 15 minuters inkubation (och hégst
&n 30 minuter. 30 minuter efter inkubation) vid
20-25 °C.

DR2 eller tvéttbuffert var S¢ “Kontaminationskontroll av DR2”, sida 128, eller
"Kontaminationskontroll  av  tvéttanordning  och/eller
vattenkdlla”, sida 128.

kontaminerad med alkaliskt

fosfatas eller DR1.
Testet godkdnns inte i analysvalideringen. Férhojd PcX/NCX.

Omvénd placering av HRC ~ Testa om proverna. Léis noga etiketterna pé kalibrator- och

och QC2-HR kvalitetskontrollflaskorna  for  aft  férhindra omvdnd

placering av dessa reagenser.

Kontaminationskontroll av DR2

1. Pipettera 75 pl fré&n den alikvoterade, resterande eller ursprungliga flaskan med DR2 i en

tom brunn pé inféngningsmikroplattan.

Obs! Testning av DR2 i replikat om 3 ger optimal prestandabedémning.

2. Inkubera vid 20-25 °C i 15 minuter. Undvik direkt solljus.
3. Mét mikroplattan med eft DML-instrument.
DR2-kontrollen ska vara < 50 RLU.

Om DR2-véardena ar < 50 RLU kan DR2 anvéndas for att upprepa testet.

Om DR2 &r kontaminerat (> 50 RLU) skaffar du ett nytt kit och upprepar testet.
Kontaminationskontroll av tvattanordning och/eller vattenkalla

1. Mérk brunnarna 1-4. Pipettera 75 pl av DR2 i 4 olika brunnar pd inféngningsmikroplattan.
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Brunn 1 anvdnds som DR2-kontrollen.

Pipettera 10 pl av tvattbufferten fran tvattflaskan i brunn 2 p& mikroplattan.

Lat tvattbufferten fldda genom tvattanordningens slang. Pipettera 10 pl av tvéttbufferten fran
slangen i brunn 3 p& mikroplattan.

Skaffa en alikvot av vattnet som anvéndes for att bereda tvéttbufferten. Pipettera 10 pl av
vattnet i brunn 4 pé& mikroplattan.

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

Mét mikroplattan med ett DML-instrument.

DR2-kontrollen (brunn 1) ska vara < 50 RLU.

Jamfdr RLU fréin brunn 2, 3 och 4 med RLU fér DR2-kontrollen. Det enskilda RLU-vérdet for
brunn 2, 3 och 4 ska inte &verskrida RLU fér DR2-kontrollen med mer én 50 RLU.

Varden som ar mer an 50 RLU hégre @n DR2-kontrollen indikerar kontamination. Se
"Manuell tvattmetod”, sida 57, fér anvisningar om hur man rengér och underhéller

tvattanordningen

Kontaminationskontroll av Automated Plate Washer

. Mark brunnarna 1-5. Pipettera 75 pl av DR2 i 5 olika brunnar pé infangningsmikroplattan.
Brunn 1 anvdnds som DR2-kontrollen.
. Pipettera 10 pl av tvéttbufferten frén tvattflaskan till plattivéttaren i brunn 2 pé& mikroplattan.

. Pipettera 10 pl av skéljvétskan frén skéliflaskan till plattvéttaren i brunn 3 pé
inféngningsmikroplattan.
. Tryck p& knappen Prime (prima) pé& plattvéttarens knappsats och &t tvattbufferten floda

genom slangarna. Pipettera 10 pl av tvéttbufferten fran traget i brunn 4 pé& mikroplattan.

. Tryck p& knappen Rinse (skolj) p& plativattarens knappsats och lat skéljvatskan fldda genom

slangarna. Pipettera 10 pl av tvattbufferten fran tréget i brunn 5 pé mikroplattan.
. Tack och inkubera i 15 minuter vid 20-25 °C. Undvik direkt solljus.

. Mét mikroplattan med ett DML-instrument.
DR2-kontrollen (brunn 1) ska vara < 50 RLU.

Jamfor RLU frén brunn 2, 3, 4 och 5 med RLU fér DR2-kontrollen. Det enskilda RLU-vérdet for
brunn 2, 3, 4 och 5 ska inte dverskrida 50 RLU av RLU fér DR2-kontrollen.

Vérden som &verskrider 50 RLU av DR2-kontrollen indikerar kontamination av plattvéttaren.

Se Automated Plate Washer Anvandarhandbok (Automated Plate Washer User Manual) for
dekontaminationsproceduren.
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Kontaktinformation

Anvdnd QIAGEN-kontaktinformationsbladet som medfélier testkitet om du vill kontakta din lokala
QIAGEN-representant.
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Den hdér sidan ar med avsikt Iémnad tom
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Den hér sidan ar med avsikt Iémnad tom
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Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®; digene®, Hybrid Capture®, QlAsymphony®, Rapid Capture® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection);
CDP-Star® (Life Technologies Corporation); Corning® (Corning Incorporated); DuraSeal™ (Diversified Biotech); Eppendorf®, Repeater® (Eppendorf AG); Kimtowels®
(Kimberly-Clark Corporation); Parafilm® (BEMIS Company, Inc.); pGEM® (Promega Corp); PrepMate®, PrepStain®, SurePath® (Becton, Dickinson and Company); PreservCyt®,
ThinPrep® (Hologic, Inc.); VWR® (VWR International, Inc.).

Registrerade namn, varumérken osv. som anvéinds i detta dokument, Gven nér de inte uttryckligen har markerats som sédana, fér inte betraktas som oskyddade i lag.

Den hér produkten och de metoder den anvéinder omfattas ett eller flera av féljande patent:

Hybrid Capture-tekniken skyddas av det europeiska patentet med nummer O 667 918 registrerat i Osterrike, Belgien, Schweiz, Liechtenstein, Tyskland, Danmark, Spanien, Frankrike, Storbritannien, Grekland, Iland, ltalien,
Luxemburg, Nederlénderna och Sverige.

Patentnummer fr Hybrid Capture i USA
6,228,578B1
Patentnummer fr HPV i USA

5,876,922 © 5,952,487 5,958,674 « 5,981,173

© 2012-2015 QIAGEN, med ensamratt.
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