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Tarkeimmét muutokset edelliseen kayttdohjeeseen

® Lisatty postgradienttien SurePath-solupellettinytteiden valmistelutoimenpiteet QIAsymphony®
DSP HPV Media itilla seka siihen liittyvét suorituskykytiedot.

® Paivitetty yhdenmukaiseksi kemikaalien maailmanlaajuisen luokitus- ja merkintgjcrjestelman
(GHS) kanssa.
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Kayttotarkoitus

In vitro -diagnostiikkaan (IVD).

digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeessa kaytetaan Hybrid Capture® 2 (HC2) -teknologiaa. Se
on kemiluminesenssikuoppalevylla suoritettava signaalin vahvistava
nukleiinihappohybridisaatioméaritys HPY DNA:n 13 korkean riskin tyypin kvalitatiiviseen

osoittamiseen kohdunkaulan ja eméttimen naytteista.

digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella voidaan tutkia seuraavat kohdunkaulan ja eméttimen

ndytteet:

e Lagkarin digene HC2 DNA Collection Device -néytteenottolaitteella ottamat

kohdunkaulangytteet
e ltse Digene HC2 DNA Collection Device -ndytteenottolaitteella otetut vaginandytteet
e digene Specimen Transport Medium (STM) -n&ytteenkuljetusaineeseen otetut koepalat

e Harjalla otetut tai harjan/lastan yhdistelmdllé otetut néytteet, jotka on asetettu PreservCyt-

livokseen tai SurePath-sdilytysnesteeseen

Kokeen kaytté on indisoitu:

e Korkean riskin HPV-tyyppien 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68
detekointiin, joiden on osoitettu olevan ensisijainen syysuhdetekija kohdunkaulan sydvan

kehittymisessd.

e Initiaalisena perusvéestdn seulontakokeena, joko yksin tai yhdessd papa-kokeen kanssa,
sellaisten naisten tunnistamiseksi, joilla on lisd&ntynyt riski sairastua kohdunkaulan syépadn
tai joilla on korkean asteen kohdunkaulan sairaus. HPV-diagnoosi osoittaa idn lisdé@ntymisen

myota yha voimakkaammin kohdunkaulan sairauden.

e Seurantakokeena potilailla, joiden papa-néytteessd on ilmennyt poikkeavuutta tai joilla on
kohdunkaulan sairaus, madarittdméaan kolposkopian tai muiden jatkotoimenpiteiden

tarpeellisuus.

e Seurantakokeena potilailla, joilla on Papa-kokeessa todettu matala-asteinen kohdunkaulan
intraepiteliaalinen leesio (LSIL) tai korkea-asteinen kohdunkaulan intraepiteliaalinen leesio
(HSIL) ennen kolposkopiaa. Naiden potilaiden digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetulokset
auttavat ladkareita potilashallinnassa, silla ne tukevat naisten riskinarviointia korkea-asteisen

sairauden poissulkemiseksi.

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015



Summary and Explanation

Tietyt naisen genitaalialueella esiintyvat HPV-tyypit liittyvat useisiin sairauksiin, mukaan lukien
kondylooma, bowenoidi papuloosi, kohdunkaulan, vaginan ja vulvan intraepiteelineoplasiat ja
karsinooma. (1-3). Néiden virusten tarttuminen p&dasiassa sukupuoliteitse on yleisesti mydnnetty
ja korkean riskin HPV -tyyppien on todettu olevan padasiallisia riskitekijoité kohdunkaulan sydvan
kehittymiselle (4-8).

Tahén saakka HPV:n in vitro -viljely ei ole ollut mahdollista eika immunologisin testein ole pystytty
osoittamaan kohdunkaulan HPV-infektiota. Epdsuoraa ndyttdd anogenitaalisesta HPV-infektiosta
voidaan saada |&&kérintarkastuksessa tai kun  Papa-ndytteissd tai  koepaloissa havaitaan
tyypillisia virusreplikaatioon assosioitavia solumuutoksia. Vaihtoehtoisesti koepalat voidaan

analysoida nukleiinihappohybridisaatiolla HPV:n DNA:n toteamiseksi suoraan.

Historiallisesti HPV 16 ja HPV 18 -viruksia on pidetty korkean riskin, sydpddn assosioitavina HPV-
tyyppeind (8-10). HPV-tyypeillad 31, 33 ja 35 on osoitettu olevan intermediaarinen yhteys syévén
kehittymiselle (2, 11-14). Intermediaarinen assosiaatio johtuu siitd, ettd sydpid useammin ngitd
tyyppejd havaitaan korkea-asteisessa kohdunkaulan intraepiteliaalisissa leesioissa. Siksi ndiden
tyyppien ilmenemisestd johtuva sydpien induktio on epdtodenndkdisempad kuin korkean riskin
HPV DNA -tyyppien ilmeneminen (15). Nama viisi HPV-tyyppi& yhteensd vastaavat noin 73 %:a
HPV-infektioista (16, 17). Muut HPV-tyypit, mukaan lukien 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68, on
osoitettu padasiallisiksi HPV-viruksiksi lopuissa leesioissa (17-27). Naémé& HPV-tyypit voidaan
luokitella myds keskiasteen ja korkean riskin ryhmiin sen mukaan millainen niiden suhteellinen

jakauma on eri histopatologisissa diagnoosiluokituksissa (16, 17, 24-28).

Vaikka HPY DNA:ta on todettu esiintyvdn noin 10 %:lla naisista, joilla kohdunkaulan epiteeli on
normaali, todelliseen esiintyvyyteen tietyissé naisryhmissa vaikuttavat voimakkaasti iké ja muut
demografiset muuttujat (2, 10, 16, 29). Prospektiivisissa tutkimuksissa on ilmennyt, ettd 15-28
%:lle HPV DNA -positiivisista naisista kehittyi kohdunkaulan epiteelin neoplasia (SIL) kahden
vuoden kuluessa, kun HPV DNA -negatiivisilla naisilla SIL kehittyi vain 1-3 %:lla (30, 31).
Etenemisriski oli suuri etenkin HPV-yypeilla 16 ja 18 (noin 40 %) muihin HPV-tyyppeihin

verrattuna (30).
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Patogeenitiedot

lhmisen papilloomavirus koostuu ikosahedraalisesta viruspartikkelista (virionista). Se siséltad
8000 emasparista koostuvan kaksinauhaisen ja rengasmaisen DNA-molekyylin, jonka ympdrilla
on proteiinikapsidi. Epiteelisolujen infektoiduttua virus-DNA etabloituu  kauttaaltaan  koko
epiteeliin, mutta intakteja virioneja esiintyy vain kudoksen ylemmissa kerroksissa. Sen vuoksi virus-
DNA:ta todetaan joko virioneissa tai episomaaleina tai integroituina HPV-sekvensseing leesion

tyypista ja asteesta riippuen.

Menetelman periaate

digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeessa kaytetdan HC2-teknologiaa. Se on
kemiluminesenssikuoppalevylla suoritettava signaalin vahvistava
nukleiinihappohybridisaatiomddritys. Kohde-DNA:ta sisdltévat néytteet hybridisoituvat spesifiin
HPV RNA -koettimeen. Nain syntyneet RNA:DNA-hybridit siepataan kuoppalevylle, joka on
huolellisesti sivelty RNA:DNA-spesifeillé vasta-aineilla. Immobilisoitujen hybridien annetaan sitten
reagoitua alkaliseen fosfataasiin konjugoituihin, RNA:DNA-hybridispesifisiin vasta-aineisiin ja
detekoidaan  kemiluminisenssisubstraatilla.  Jokaiseen  vasta-aineeseen  konjugoituu  useita
alkalifosfataasimolekyylejd. Konjugoituneet vasta-aineet  sitoutuvat  monilukuisina  kuhunkin
siepattuun  hybridiin ja saavat aikaan huomattavan signaalin vahvistumisen. Kun sitoutunut
alkalinen fosfataasi halkaisee substraatin, sdteilee valoa, joka mitataan suhteellisen valon
yksikélla (RLU) digene Microplate Luminometer (DML) -laitteessa. Syntyvan valon intensiteetti

iimaisee, eftd nayte joko sisaltad tai ei sisélla kohde-DNA:ta.

Mittauksessa saatu RLU, joka on yhtd suuri tai suurempi kuin mé&adrityksen raja-arvo (cutoff, CO),
osoittaa korkean riskin HPV DNA -sekvenssien ilmenemiseen ndytteessa. Raja-arvoa pienempi
RLU-arvo osoittaa, ettd ndytteessd ei ole spesifeja korkean riskin HPV DNA -sekvenssejd tai eftd

HPV DNA -tasot jGavét alle analyysin detekointirajan.
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Naytteen valmistelu QlAsymphony SP -laitteella

PreservCytndytteet voidaan valmistella automaattisesti  QlAsymphony SP  aitteella  seka
QlAsymphony DSP HPV Media itilla tai QIAsymphony DSP AXpH DNA kitilla.

Naytteen valmistelu QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla

QlAsymphony DSP HPV Media -kitti sisaltaa hybridisaatiokuoppalevyllad néyteuutteita, jotka ovat
valmiita automaattiseen testaukseen Rapid Capture® -jdrjestelmassa (RCS) digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeen kanssa. QlAsymphony SP suorittaa kaikki néytteen valmistelutoimenpiteet

kerralla enintadn 88 néytteelle, enintddn 24 naytteen erissa.

QlAsymphony SP kasittelee 88 PreservCytnaytettd 2 tunnissa ja 15 minuutissa. Kun naytteet on

ladattu laitteeseen, muita kaytdjdn toimenpiteitd ei vaadita.

QIlAsymphony SP kasittelee 88 SurePath-ndytettd 1 tunnissa ja 45 minuutissa. Kun ndytteet on
ladattu laitteeseen, muita  kayttdjan toimenpiteitd ei vaadita. QIAsymphony SP  -laitteessa
suoritetun  néytteiden  valmistelun  jalkeen  ndyteuutteita  inkuboidaan 90 minuuttia
hybridisaatiokuoppalevylld  Microplate Heater -laitteessa. Nayteuutteen inkuboinnin aikana
kalibraattorit ja laatukontrollit denaturoidaan erikseen vesihauteessa. Kun nayteuutteen inkubointi
on valmis, ne pipetoidaan manuaalisesti hybridisaatiokuoppalevyn ensimmaiselle palstalle.
SurePath-ngytteiden valmistelu QlAsymphony SP -aitteella ja QIAsymphony DSP HPV Media -

kitilla voidaan tehdd joko ennen sytologista kasittelya tai kun sytologinen kasittely on valmis.

Térkedd: QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla valmistelluista PreservCyt ja SurePath-naytteistd
tuotetut ndyteuutteet saa testata ainoastaan RCS-jdrjestelmdssd. Testin suorittamista manuaalisesti

nayteuutteilla ei ole validoitu.

Kun néytteet valmistellaan automaattisesti QIAsymphony-laitteella, katso tarvittavat toimenpidettd
koskevat ja muut tarvittavat tiedot asianmukaisista QlAsymphony-kayttéoppaista ja QlAsymphony
DSP HPV Media -kitin késikirjasta (QIAsymphony DSP HPV Media Kit Instructions for Use
(Handbook)) naiden kaytdohjeiden liscksi.

Naytteen valmistelu QIAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla

QIlAsymphony DSP AXpH DNA -kitti sisaltdd DNA-eluaatit hybridisaatiokuoppalevyille, jotka ovat
valmiit manuaaliseen testaukseen tai automaattiseen testaukseen RCS-jarjestelmdssa digene HC2

High-Risk HPV DNA -kokeella. QIAsymphony SP suorittaa kaikki néytteen valmistelutoimenpiteet
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kerralla enintddn 88 ndytteelle, enintdén 24 ndytteen erissd. QlAsymphony SP kasittelee
88 naytettd 4 tunnissa ja 30 minuutissa. Kun ndytteet on ladattu laitteeseen, muita kayttajan

toimenpiteitd ei vaadita.

Kun naytteet valmistellaan automaattisesti QlAsymphony-laitteella, katso tarvittavat toimenpidetta
koskevat ja muut tarvittavat tiedot asianmukaisista QIAsymphony-kayttdoppaista ja QlAsymphony
DSP AXpH DNA -kitin kasikirjasta (QIAsymphony DSP AXpH DNA Kit Handbook) ndiden

kayttdohjeiden liscksi.
Testaus Rapid Capture System (RCS) -jarjestelmdssa

Suurten ndytemédrien tehokas testaus digene HC2 High-Risk HPV DNA -esteillé on mahdollista
RCS-jcrjestelmassd. 4-levyista  kittia (tuotenumero 618111) saa kaytdd ainoastaan RCS-

jariestelman kanssa. Sitd ei voida kaéytad manuaaliseen testaukseen.

RCS on yleiskayttdinen automaattinen pipetointi- ja laimennusjdrjestelmd, jota voidaan kayttaa
digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeiden kanssa suurten ndytemdadrien tehokkaaseen
testaukseen. Jarjestelmd késittelee enintéan 352 néytettd 8 tunnissa mukaan lukien 3,5 tunnin
jokso, jonka aikana kaytdjan toimenpiteet eivat ole tarpeen; 13 tunnissa voidaan saada

enintddn 704 naytetulosta.

Naytteet valmistellaan RCS:n  ulkopuolella ennen niiden asettamista RCS-asolle. Lisdksi
kemiluminesenssisignaalin tunnistus ja tulosten raportointi tapahtuvat erilliselld DML-laitteella sekd

manuaalisessa testauksessa ettd automaattisessa testauksessa RCS-jarjestelmassa.

Kaikki digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen vaiheet suoritetaan samassa jdrjestyksessd kuin
manuaalinen testaus. RCS mahdollistaa enintddn 4 kuoppalevyn yhteiskasittelyn jokaisen

kuoppalevyn sisdltGessd néytteet sekd tarvittavat koekalibraattorit ja laatukontrollit.

RCS-jdrjestelmassa suoritettavan automaattisen testauksen osalta katso tarvittavat toimenpidettd
koskevat ja muut tarvittavat tiedot ndiden kayttdohjeiden liséksi seuraavista kayttdoppaista: Rapid
Capture System -jarjestelman kayttdopas ja Rapid Capture -jarjestelman kayttdopas — digene
HC2 DNA -kokeiden suorittaminen QIAsymphony SP -laitteella késitellyilla naytteilla  (Rapid
Capture System User Manual and Rapid Capture System User Manual — Performing digene HC2
DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples).
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Tarvittavat materiaalit

1-levyisessa kitti

1-levyisessa digene HC2 High-Risk HPV DNA -koekitissa (tuotenumero 5197-1330) on 96 koetta.
1-levyiselld kitilla suoritetussa manuaalisessa testauksessa pienin suositeltava koemd&aré on 24
kéyttokertaa kohti. Jos kerralla halutaan testata véhemmén kuin 24 koetta, kitin siséltmien

kokeiden yhteismadrad voidaan pienentdd rajoitettujen reagenssimadrien vuoksi. Potilastulosten

maara vaihtelee kitin kayttokertojen maarasta riippuen seuraavalla tavalla:

Kéyttokertojen méara Potilastulosten mérd
1 88
2 80
3 72
4 64

Automaattisessa  testauksessa RCS-jcrjestelmdssa  1-levyisen kitin  kayhd edellyttaa tayden
kuoppalevyn testausta (88 naytettd) jokaisella RCS-jarjestelman kayttokerralla. Osittaisten
kuoppalevyjen testaus on sallitua. Silloin kuitenkin kaytetaén koko kitti laitteen kaytosn

vaadittavan tyhjan tilavuuden vuoksi.
4-levyisessa kitti

4-levyisessa digene HC2 High-Risk HPV DNA -koepakkauksessa (tuotenumero 618111) on 384

koetta.

4-levyista kittia voidaan kayttéd ainoastaan automaattiseen testaukseen RCS-jdriestelmdssa. 384
kokeen tekemistd varten 4-levyista kittia voidaan kaytaa yhteen tai kahteen RCS-ajoon. Jos haluat
tehdd useampia ajoja kuin kaksi, kitin kokeiden kokonaismadra voi pienentyd reagenssien

rajallisen tilavuuden vuoksi.
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Kitin sisalto

digene HC2 High-Risk HPV DNA Test
Tuotenumero

Kokeiden

5197-1330
96

618111
384

Indicator Dye (osoitinvari)
Sisaltaa 0,05 % (w/v) natriumatsidia

Denaturation Reagent (denaturointireagenssi) *

Laimennettu natriumhydroksidilivos (NaOH)

Probe Diluent (koettimen laimennin)*

Puskuroitu 0,05 % (w/v) natriumatsidia sisaltava livos

High-Risk HPV Probe (korkean riskin HPV:n koetin)

HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja
68 RNA-koetin puskuroidussa livoksessa (punainen

korkki)

Low-Risk HPV Quality Control (pienen riskin HPV:n
laatukontrolli)

5 pg/ml (500 000 kopiota/ml) kloonattua HPV 6
DNA:ta ja kantaja-DNA:ta 0,05 % (w/v) natriumatsidia
sisaltévassa STM:ssa

High-Risk HPV Quality Control (korkean riskin HPV:n
laatukontrolli)

5 pg/ml (500 000 kopiota/ml) kloonattua HPV 16
DNA:ta ja kantaja-DNA:ta 0,05 % (w/v) natriumatsidia
sisdltavassa STM:ssa

Negative Calibrator (negatiivinen kalibraattori)
Kantaja-DNA:ta 0,05 % (w/v) natriumatsidia
sisaltévassa STM:ssa

High-Risk HPV Calibrator (korkean riskin HPV:n
kalibraattori)

1 pg/ml kloonattua HPV 16 DNA:fa ja kantaja-DNA:ta
0,05 % (w/v) natriumatsidia sisaltdvassa STM:ssa

Capture Microplate (sieppauskuoppalevy)
Sivelty vuohen polyklonaalisilla anti-RNA-DNA-
hybridivasta-aineilla

Detection Reagent 1 (detekointireagenssi 1)

Alkaliseen fosfataasiin konjugoituja RNA-DNA-hybridien
vasta-aineita 0,05 % (w/v) natriumatsidia siséltdvéssa
puskurilivoksessa

0.35 ml

50 ml

5 ml

200 !

1 ml

1 ml

2 ml

1 ml

12 ml

2.0 ml

2 x 100 ml

20 ml

3 x 200 pl

1 ml

1 ml

2 ml

2 ml

40 ml
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digene HC2 High-Risk HPV DNA Test

Tuotenumero 5197-1330 618111
Kokeiden 96 384
Detection Reagent 2 (detekointireagenssi 2) 12 ml 40 ml
CDP-Star® + Emerald Il (kemiluminesenssisubstraatti)

Wash Buffer Concentrate (pesupuskuritiiviste) * 100 ml 2 x 100 ml

Sisaltaa 1,5% (w/v) natriumatsidia

* Katso ferveys- ja turvallisuustiedot kohdasta “Varoitukset ja varotoimenpiteet”, sivu 21.
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivét sisally
pakkaukseen

Térkedd: Varmista, ettd tassé toimenpiteessé kéytetyt laitteet on tarkistettu ja kalibroitu valmistajan

suositusten mukaisesti.
In vitro -diagnostiset laitteet ja materiaalit

QIAGEN toimittaa ainoastaan laitteita ja materiaaleja, jotka on validoitu digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeilla.

e digene Hybrid Capture 2 -jdrjestelma (“digene HC2 -jarjestelma”), joka sisaltad QIAGENin
hyvaksyman luminometrin (“DML-laite”), QIAGENIn hyvdksyman tietokoneen sekd tietokoneen
oheislaitteet (nayttd, nappdimistd, hiiri, tulostin ja tulostimen kaapeli), digene HC2 -
jarjestelman ohjelmiston (“digene-analyysimadritysohjelmisto”), digene HC2 -jarjestelman
analyysiprotokollat HPV:n madritystd varten, LumiCheck-levyn ohjelmiston ja digene HC2 -

jarjestelman ohjelmiston kayttéoppaan (digene HC2 System 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 (lisévaruste) *
e Sekoitusteline ja kansi (lisdvaruste)*
e digenendyteteline ja kansi (lisavaruste)*
e EXPAND-4-pipetti ja teline (lisévaruste)
e Putkitiivisteen annostelija ja leikkuri (lisévaruste, kaytetdédn MST Vortexer 2:n kanssa)
® Rapid Capture System (vaaditaan kayttddn 4-levyisen kitin kanssa; 1-levyisen kitin lisévaruste)
® Pesulaite
e Hybridisaatiokuoppalevyt
e Kuoppalevyjen kannet
e RCSkuoppalevyn kuoppaliuskat*
® RCS-reagenssikaukalot*

e RCS-reagenssikaukaloiden kannet*

* Vaaditaan automaattiseen testaukseen RCS-jarjestelmdssa.
T Yleisvéline STM-naytteiden siirtoon hybridisaatiokuoppalevyille. Muita yleisid, laajennettavia, monikanavaisia pipetteja
voidaan kayttad, jos laajennetun karjen koko 3,2 cm on saavuteftavissa.
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® RCS-kertakayttokarjet*

e RCSkorkit*

® Puskuri N2T

® Puskuri D21

® Sininen RCS-pesuri?

e Erikoispitkat pipettikrjet

e Ndytteenottoputket

e Naytteenottoputkien teline

e Naytteenottoputkien kierrekorkit
o Kertakayttdiset reagenssisdiliot
e DuraSeal™-putkitiivistekalvo

e Hybridisaatiomikroputket?

® Mikroputkiteline®

® levytiivisteet®
Yleiset laboratoriossa kaytettavat laitteet ja materiaalit

® 65+ 2 °C:n vesihaude, joka on riittévan suuri ndytetelineelle (leveys 21 cm x syvyys 32 cm x

korkeus 18 cm)
e Mikrosentrifugi
® Vortexer ja maljakiinnitin
® Yksikanavainen pipetti; tilavuusasetusta voidaan saataa valilla 20-200 pl ja 200-1 000 pl
e Ns. positive displacement -toistopipetti, kuten Eppendorf® Repeater® -pipetti
e 8-kanavainen pipetti: tilavuusasetusta voidaan saataa valilla 25-200 pl
® Ajastin
e Natriumhypokloriittilivos, 0,5 % v/v
e Parafilm® tai vastaava

e Aerosolilta suojatut kertakayttdpipettikérjet yksikanavaisiin pipetteihin = (20-200 pl ja 200-
1000 pl)

o Kertakayttokarjet nk. positive displacement -toistopipetteihin (12,5, 5, 2,5 ja 1,25 ml)

o Kertakayttokdrjet 8-kanavaisiin pipetteihin (25-200 pl)

* Vaaditaan automaattiseen testaukseen RCS-jdrjestelméssa.

t Vaaditaan QlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla valmisteltujen néytteiden testaukseen.

T Vaaditaan QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla késiteltyjen naytteiden automaattiseen testaukseen RCS-jarjestelmassa.
§ Vaaditaan hybridisaatioon, jossa kaytetddn mikroputkia ja vesihaudetta.
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e Kimtowels®pyyhkeitd tai muita nukkaamattomia paperiliinoja

e Kertakayttdsuojus poydalle

e Puuterittomat kertakayttckdsineet

e 5 mlnja/tai 15 ml:n polypropeenista valmistetut napsautuskorkilliset, pydredpohijaiset putket
e Nayteputkiteline, johon voidaan asettaa 10 ml:n tai 15 ml:n putkia

e 50 ml:n polypropeenista valmistetut kartioputket
Lisalaitteita ja -materiaaleja PreservCyt-naytteiden valmisteluun

il Katso lisatietoja automaattisesta ndytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP HPV Media -
kitilla QlAsymphony DSP HPV Media Kit kayttéohjeista (kasikirjasta) (QIAsymphony DSP HPV
Media Kit Instructions for Use (Handbook)).

L1il Katso lisatietoja automaattisesta ndytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP AXpH DNA -
kitillaQlAsymphony DSP AXpH DNA Kit —kasikirjasta (QIAsymphony DSP AxpH DNA Kit
Handbook).

[]il Katso lisatietoja néytteiden manuaalisesta valmistelusta digene HC2 Sample Conversion ~kitin

kayttoohjeista.
Lisalaitteita ja -materiaaleja SurePath-naytteiden valmisteluun

[ Katso lisétietoja automaattisesta naytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP HPV Media -
kitillaQlAsymphony DSP HPV Media Kit -kéayttéohjeista (kasikirjasta) (QIAsymphony DSP HPV
Media Kit Instructions for Use (Handbook)).

SurePath-naytteiden manuaaliseen valmisteluun vaaditaan seuraavat lisélaitteet ja -materiaalit

® Swing-bucketroottorilla varustettu sentrifugi, joka saavuttaa 800 £ 15 x g ja johon voidaan
sijoittaa 15 ml:n kartiomaisia polypropeenista valmistettuja sentrifugiputkia*

e digene HC2 Sample Conversion -putket* tai 15 ml:n VWR®- tai Corning®-polypropeeniputket
Térkeaa: QIAGENn toimittamia digene HC2 Sample Conversion -putkia on kéytettdva MST

Vortexer 2:n tai RCS-jarjestelman kanssa.
e 7 ml:n vakiokérkiset siirtopipetit tai vastaavat

® digene Specimen Transport Medium
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Varoitukset ja varotoimenpiteet

In vitro -diagnostiikkaan.
Lue kaikki ohjeet huolellisesti ennen kokeen kayttda.

Varoitukset

Kun kasittelet kemikaaleja, kéytd aina asianmukaista suojavaatetusta, kertakdyttokasineitd ja
suojalaseja. Lisatietoja on vastaavissa kayttdturvallisuustiedotteissa. Ne ovat saatavana PDF-

tiedostoina Internetosoitteessa www.giagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien

QIAGEN-arvikesarjojen ja niiden osien kayttsturvallisuustiedotteet.

Naytteet

VAROITUS

f:f Tartuntavaarallisten aineiden riski

Naytteet saattavat sisdltdd tartunnanaiheuttajia, ja ndytteitd on kasiteltava

asianmukaisesti. Huomioi tartuntavaara kaikkia néytteitd kasiteltéessd.

Testimenetelmdad, joka takaisi luotettavan tiedon siitd, etté ndyte ei sisdlld tartunnanaiheuttajia, ei
ole olemassa. Ihmisperdisten ndaytteiden kasittelyssd suositellaan noudatettavan asianmukaisia
maakohtaisia ja paikallisia bioturvallisuutta koskevia kaytantéja. Noudata bioturvallisuutta
koskevia kaytantsja kasitellessasi materiaaleja, jotka sisdltavat tai joiden epdilléan sisdltavan

tartunnanaiheuttajia.
Noudatettavia varotoimenpiteitd ovat mm.:

o Alg kayta pipettia suulla.
e Alueilla, joilla kasitellaén reagensseja tai ndytteitd, ei saa tupakoida, sydda eikd juoda.

e Kdytd reagenssejo- tai ndytteita kasitellessasi kertakaytaisia puuterittomia suojakdsineitd.

Kokeen suorittamisen jalkeen pese kadet huolellisesti.

e Puhdista kaikki naytteista perdisin olevat roiskeet tuberkulosidisella (esim. 0,5% v/v

natriumhypokloriitilla) tai muulla sopivalla desinfiointiaineella (32, 33).

® Dekontaminoi ja havitd kaikki naytteet, reagenssit jo muut mahdollisesti saastuneet materiaalit

kansallisten ja paikallisten sdanndsten edellyttamalla tavalla.
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Denaturoinnin ja inkubaation jdlkeen néytteitd ei endd pidetd tartuntavaarallisina  (34).
Laboratoriohenkildkunnan  on  kuitenkin  noudatettava  maakohtaisia  ja  paikallisia

varotoimenpiteitd.
Natriumatsidi

Jotkut reagenssit sisdltavat natriumatsidia. Natriumatsidin on raportoitu muodostavan  lyijy- tai
kupariatsidia laboratorion viemaristdssa. Iskut, kuten vasarointi, voivat johtaa ndiden atsidien
rajahtamiseen. Lyijy- tai kupariatsidin muodostumisen véltémiseksi huuhtele viemarit huolellisesti
havitetty@si  natriumatsidia  sisaltavia  livoksia. Jos viemdristédn epdillaan  muodostuneen
atsidikertymic@, ~ Yhdysvaltojen tydterveys- ja  tydturvallisuusvirasto  OSHA  on  suositellut

kontaminaation poistamista seuraavalla tavalla:

1. Juoksuta neste viemdrista kumi- tai muoviletkun avulla.
2. Tayta 10 % v/v natriumhydroksidiliuoksella.
3. Anna vaikuttaa 16 tuntia.

4. Huuhtele huolellisesti vedella.

Puskuri N2

VAROITUS

f:i Voimakkaasti reagoivien yhdisteiden riski

Al lisaa valkaisuainetta tai happamia livoksia suoraan mihinkddn puskuria N2

sisaltavaan livokseen tai jatteeseen.

Puskuri N2 sisaltad guanidiinihydrokloridia, joka valkaisuaineen kanssa yhdistettyna voi

muodostaa herkasti reagoivia aineita.

Jos naitd puskureita sisdltavaa nestettd laikkyy, puhdista se laboratoriokayttédn sopivalla
puhdistusaineella ja vedelld. Jos laikkynyt neste sisaltdd mahdollisia tartunnanaiheuttajia,
puhdista alue ensin laboratoriokayttédn sopivalla puhdistusaineella ja vedelld seka sen jalkeen 1-

prosenttisella (tilavuus/tilavuus) natriumhypokloriitilla.
Automaattinen testaus RCS-jarjestelmassa
Katso Rapid Capture System -jdrjestelmén kéyttdoppaasta (Rapid Capture System User Manual)

lisévaroitukset ja varotoimenpiteet, jotka on erityisesti huomioitava jdrjestelmén kaytdssa suurten

naytemadrien tehokkaassa testauksessa.
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Kitin osien turva- ja vaaralausekkeet

Seuraavat vaara- ja turvalausekkeet koskevat digene HC2 High-Risk HPV DNA -koekitin osia:

Wash Buffer Concentrate (Denaturointireagenssi)

Sisaltdd: Sodium azide. Varoitus! Haitallista nieltynd. Haitallista vesieliille,
pitkdaikaisia haittavaikutuksia. Valtettava padstamista ympdristédn. Sisaltd/ astia

on toimitettava havitettavaksi hyvaksyttyyn jatteenkasittelylaitokseen

Denaturation Reagent (Denaturointireagenssi)

gy

Sisaltaa: sodium hydroxide. Vaaral Voimakkaasti ihoa sydvyttavad ja silmid
vaurioittavaa. Voi sydvyttdd metallejo. Kéytd suojakdsineitd/ suojavaatetusta/
silmiensuojainta/ kasvonsuojainta. Sisaltd/ astia on toimitettava havitettévaksi
hyvaksyttyyn jatteenkasittelylaitokseen. JOS KEMIKAALIA JOUTUU  SILMIIN:
Huuhdo huolellisesti vedelld usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi
tehda helposti. Jatka huuhtomista. JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai
hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus valittomasti. Huuhdo/ suihkuta iho vedella. Ota
valitdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai l&d&kériin. Varastoi lukitussa

tilassa.

Probe Diluent (Koettimen laimennin)

Sisaltaa: acetic acid; Polyacrylic acid. Vaaral Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja
silmié vaurioittavaa. Sisdltd/ astia on toimitettava hévitettdvaksi  hyvaksyttyyn
jatteenkasittelylaitokseen.  JOS ~ KEMIKAALIA  JOUTUU = SILMIIN:  Huuhdo
huolellisesti vedelld usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda
helposti. Jatka huuhtomista. JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu
saastunut vaatetus valittdmasti. Huuhdo/ suihkuta iho vedelld. Ota valittdmasti
yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkariin. Varastoi lukitussa tilassa.

Kayta suojakdsineitd/ suojavaatetusta/ silmiensuojainta/ kasvonsuojainta.
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High-Risk HPV Calibrator (korkean riskin HPV:n kalibraattori)

Vaara!l Aiheuttaa lievad ihon drsytystd. Jos ihon arsytystd esiintyy: Kaanny ladkarin

puoleen..

High-Risk HPV Quality Control (korkean riskin HPV:n laatukontrolli)

Varoitus! Arsyttad ihoa lievésti. Jos ilmenee ihodrsytystd: Hakeudu ladkariin

Low-Risk HPV Quality Control (pienen riskin HPV:n laatukontrolli)

Varoitus! Arsyttad ihoa lievésti. Jos ilmenee ihodrsytystd: Hakeudu laakdriin.

Negative Calibrator (negatiivinen kalibraattori)

Varoitus! Arsyttad ihoa lievésti. Jos ilmenee ihodrsytystd: Hakeudu laakdriin.

Varotoimenpiteet

digene HC2 High-Risk HPV DNA -koefta suoritettaessa on aina noudatettava seuraavia

varotoimenpiteita:

® Reagensseja ei saa kayttdd ulkopakkauksessa olevan g—symbolin viereen merkityn viimeisen
kayttopaivan jalkeen.
® Jos testissd ei noudateta madriteltyja aikavdlejd ja lampétila-alueita, tulokset voivat olla

vaaria. Testit, jotka ovat méadriteltyjen aikavdlien ja lampétila-alueiden ulkopuolella, ovat

kelvottomia ja on toistettava.

e digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suoritustapaa, analyysin kalibrointia, laatukontrollia
ja naytetulosten tulkintaa koskevia ohjeita on noudatettava tarkasti, jotta koetulokset ovat

luotettavia.
e On tarkedd, ettd reagenssia pipetoidaan tasmélleen osoitettu madrd ja ettd se sekoitetaan
hyvin jokaisen reagenssilisdyksen jalkeen. Muuten testitulokset voivat olla virheellisia.

Vérimuutosten ilmeneminen odotetulla tavalla on varmistus siitd, ettd ao. edellytykset on
taytetty.
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e Pesupuskurikonsentraattia lukuun oftamatta kitin osat on testattu kokonaisuutena. Ala kayta
samalla osia muista |ahteistd tai eristd. Samalla erénumerolla merkittyjen sarjojen osien
yhdistédminen on kuitenkin sallittua, jotta saadaan tarvittava reagenssimadrd useiden

kuoppalevyjen testaukseen yhdessé RCS-ajossa.

® Nukleiinihapot ovat hyvin herkkia ympdaristén nukleaasien hajoamiselle. Nukleaaseja on
ihmisen iholla sekd ihmisen kasittelemilla pinnoilla tai materiaaleilla. Puhdista tydpinnat ja

peitd ne kertakayttosuojuksella seka kayta puuterittomia kasineitd kaikissa kokeen vaiheissa.

e Estd sieppauskuoppalevyn ja detekointireagenssin 2 (DR2) kontaminoituminen eksogeenisella
alkalisella fosfataasilla kokeen aikana. Alkalista fosfataasia voivat mahdollisesti siséltéa mm.
detekointireagenssi 1 (DR1), bakteerit, sylki, hiukset ja ihon rasvat. On erityisen tarkead
peittad sieppauskuoppalevy pesuvaiheen jalkeen ja DR2-inkubaation aikang, silla
eksogeeniset alkaliset fosfataasit voivat reagoida DR2:n kanssa ja tuottaa vadrié positiivisia

tuloksia.

® Suojaa DR2 pitkdaikaiselta altistumiselta suoralle valolle. Kayta DR2 valittomasti

alikvoitumisen jélkeen ja suojaa suoralta auringonvalolta.

e Esitcytd toistopipetti ennen reagenssin lisaamistd, ja varmista sdanndllisesti, ettei siing ole
suuria ilmakuplia. Jos toistopipetin karjessd on hyvin paljon suuria ilmakuplia, ne voivat johtaa
epdtarkkaan annosteluun. lImakuplat voidaan véltad tayttamalla pipetti, tyhjentamalla neste

kokonaan ja tayttamalla uudelleen. Katso tarkat kayttdohjeet pipetin kayttdoppaasta.

e Kayta DR1:n ja DR2:n annosteluun kddnteistd pipetointitekniikkaa monikanavaisella pipetilla
(katso “Hybridin osoittaminen”, sivu 53).- Varmista, ettd jokainen monikanavaisen pipetin

karki sopii ja tayttyy kunnolla.

® Varmista, eftd jokainen sieppauskuoppalevyn kuoppa pestadn huolellisesti (katso “Pesu”, sivu
54). Puutteellinen pesu lisad taustaa ja voi aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia.
Sieppauskuoppalevyn kuoppiin jaanyt pesupuskuri saattaa heikentaa signaalia tai

toistettavuutta
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Reagenssin sdilytys ja kasittely

Kitin osat

Sailyta  kittia  toimituksen jalkeen 2-8 °Cin  lampdtilassa.  Pesupuskurikonsentraattia,
denaturointireagenssia ja osoitinvaria voidaan farvittaessa sdilyttad 2-30 °C:n lampétilassa.
Kaikki muut reagenssit ovat kdytdvalmiita paitsi denaturointireagenssi (DNR), koetinseos ja

pesupuskuri.

Valmistellut reagenssit

Valmisteltu DNR on stabiili 3 kuukautta 2-8 °C:n lampétilassa.

Valmis pesupuskuri pysyy stabiilina 3 kuukauden ajan sgilytettyng 2-30 °C:n lampétilassa.

Jos testataan QIAsymphony DSP HPV Media +itillé tai QIAsymphony DSP AXpH DNA itilla
kasiteltyja PreservCyt-ndytteitd, avatut denaturoimattomat kalibraattorit ja laatukontrollit ovat

stabiileja 3 kuukautta 2-8 °C:n lampétilassa.

Jos testataan QlAsymphony DSP AXpH DNA kitilla kasiteltyjd naytteitd, valmisteltu
denaturointireagenssi 2 (DNR2) on stabiili 8 tuntia 15-30 °C:n lampétilassa.

Naytteiden ottaminen ja valmisteleminen

digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella testattaviksi tarkoitettujen kohdunkaulan ja emattimen
naytteiden oftamiseen ja kuljettamiseen kaytetddn seuraavia naytteenotiolaitteita:

e digene HC2 DNA Collection Device (koostuu kohdunkaulaharjasta ja STM:std)

e digene STM -naytteenkuljetusaineeseen otetut koepalat

® Harjatyyppinen néytteenottovdline tai yhdistetty harja/lasta-néytteenottovéline, jotka on

asetettu PreservCytlivokseen tai SurePath-s@ilytysnesteeseen

Naytteitd, jotka otetaan muilla néytteenottovdlineilld tai joita kuljetetaan muilla kuljetusvalineilla,
ei ole validoitu tassa kokeessa kayttda varten. Kokeen suoritusominaisuudet on madritelty vain

mainittujen ndytteenottosarjojen kanssa.

digene HC2 DNA Collection Device -ndytteenotinta ei saa kayttad raskaana oleville naisille.

Kohdunkaulandytteet on otettava ennen etfikkahapon tai jodin kaytdd, jos suoritetaan

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015

26



kolposkopiatutkimus. Katso digene digene HC2 DNA Collection Device -naytteenottimen

kayttoohjeista lisatietoja muista naytteenotto- ja kasittelytoimenpiteista.

STM:lI& ofettuja kohdunkaulan ja emdttimen naytteitd ei tarvitse sekoittaa ennen digene HC2
High-Risk HPV DNA -koetta. PreservCyt ja SurePath-ndytteet on sekoitettava ennen digene HC2
High-Risk HPY DNA -koetta.

Kohdunkaulan ja eméttimen naytteet STM:ssa

Tarkedd: Ala ota kohdunkaulan tai eméttimen STM-ndytettd, jos néytteenottopaikassa on runsaasti

voidemaista sienildakettd, ehkaisygeelia tai emdtinhuuhteluainetta.

STM-néytteitd voidaan pitdd huoneenldmméssa enintéén kaksi viikkoa, jona aikana niiden
toimittaminen koelaboratorioon ei vaadi kylmdakuljetusta. Naytteet tulee |ahettad eristetyssa

sailidssa joko yliydn- tai kahden paivan toimituksena.

Koelaboratoriossa naytteet on sailytettava 2-8 °C:n lampétilassa, mikali analyysi tehdaan viikon
sisalla. Jos analyysi tehd@an 1 viikon kuluessa, ndyteputkien korkit on peitettéva Parafilm-kalvolla
ja naytteita on sailytettava
-20 °C:n lampétilassa enintdén 3 kuukautta. Otettuasi ndytteet pakkasesta testausta varten

vaihda korkkien tilalle valittdmasti néytteenottoputkien kierrekorkit.

STM:8an on lisatty suoja-ainetta hidastamaan bakteerikasvua ja sdilyttamaan DNA:n eheys. Sen

tarkoituksena ei ole elididen tai solujen elinkyvyn sailyttéminen.
Kohdunkaulan koepalat

digene HC2 High-Risk HPY DNA -koetta voidaan testata juuri otettuja kohdunkaulan koepaloja,
joiden poikkileikkaus on 2-5 mm. Ala kéyta koepaloja, joiden halkaisija on alle 2 mm. Aseta
koepalat viipymatta 1,0 ml:aan STM:4d, peitd nayteputkien korkit Parafilm-kalvolla korkin
ifoamisen estdmiseksi, ja sdilytd koepaloja pakastettuina —20 °C:n lampétilassa. Toimita

koepalandytteet testauslaboratorioon 2-30 °C:n ldmpétilassa seuraavaan pdivaan mennessd.

Sailytd  koepaloja testauslaboratoriossa 20 °C:n lampétilassa niiden  kasittelyyn  saakka.
Otettuasi  ndytteet  pakkasesta  testausta  varten vaihda  korkkien filalle  valitémasti

ndytteenottoputkien kierrekorkit.
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Kohdunkaulanéytteet PreservCyt-livoksessa

Tarkedd: Ald ota PreservCytkohdunkaulandytettd  QIAsymphony DSP HPV Media itilla

suoritettavaa ndytteen valmistelua varten, jos ndytteenottopaikassa on runsaasti voidemaista

sieniladkettd, emattimen livkastusgeelid tai verta.

Tarkedd: Ald ofa PreservCytkohdunkaulandytetta QlAsymphony DSP AXpH DNA itilla

suoritettavaa ndytteen valmistelua varten, jos naytteenottopaikassa on ehkaisygeelia.

Ota néytteet rutiininomaisesti ja valmistele ThinPrep® Pap -koeliuskat valmistajan antamien

ohjeiden mukaisesti.

Naytteiden ottamisen jdlkeen sdilytd PreservCytndytteitd enintddn 3 kuukautta 2-30 °C:n

lampdtilassa ennen ndytteen valmistelua digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetta varten.

PreservCyt-ndytteitd ei saa pakastaa.

Nayte voidaan valmistella seuraavilla menetelmilla:

Automaattinen néytteen valmistelu QlAsymphony SP -laitteella ja QlAsymphony DSP HPV
Media -kitilla
Tuloksena on magneettisia hivkkasia, STM:aé ja DNR:@é sisdltéva néyteuute, jota voidaan

kéyttad kokeen denaturointivaiheessa.

Automaattinen ndytteen valmistelu QlAsymphony SP -laitteella ja QIAsymphony DSP AXpH
DNA «itilla

T Tuloksena on DNA-eluaatti, joka voidaan siirtéé kokeen denaturointivaiheeseen.
Manuaalinen néytteen valmistelu digene HC2 Sample Conversion -kitillé. Manuaalisen
ndytteen valmistelun tuloksena on denaturoitu ndyte, joka voidaan siirtda kokeen

hybridisaatiovaiheeseen.

Naytemadréad koskevat vaatimukset perustuvat néytteen valmistelumenetelmédn seuraavasti:

Automaattiseen ndytteen valmisteluun QIAsymphony DSP HPV Media +itillé vaaditaan 3 ml

naytetta.

Automaattiseen néytteen valmisteluun QlAsymphony DSP AXpH DNA kitillé vaaditaan 4 ml

naytetta.

Manuaaliseen néytteen valmisteluun digene HC2 Sample Conversion -kitilla vaaditaan

vahintadan 4 ml naytettd.

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015 28



Jos néytteen madra Papa-kokeen valmistelun jélkeen on vaadittua m&érad pienempi, nayte ei
sisalla kokeeseen riittavad maarad materiaalia ja seurauksena voi olla vaara negatiivinen tulos
digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeessa.

Kohdunkaulanéytteet SurePath-sailytysnesteessa

Tarkedd: Ald ota SurePath-kohdunkaulandytettd  QIAsymphony DSP HPV  Media itilla
suoriteftavaa ndytteen valmistelua varten, jos ndyteenottopaikassa on ehkdisyvaahtoaq,

voidemaista sieniladkettd tai voidemaista tulehdusladketta.
Kerda naytteet SurePath-sailytysnesteeseen soveltuvien kayttdohjeiden mukaisesti.

SurePath-naytteiden valmistelu voi tapahtua ennen sytologista kasittelyd tai sytologisen kasittelyn

padttymisen jalkeen.

Jos teet valmistelun ennen sytologista kasittelyd, kaytd ndytettd SurePath-néytemateriaalista, jota ei
ole kasitelty milldan muulla diagnostisella menetelmdlla, mukaan lukien BD PrepMate® -jarjestelma
ja BD PrepStain® -iuskakésittelylaite. Naissé kayttdohjeissa nditd naytteitd  kutsutaan

sekaannusten valtamiseksi “SurePath-ngytteiksi”.

Jos teet valmistelun sytologisen késittelyn jalkeen, kayta jdlielld olevasta postgradientista
solupelletistd saatua néytettd, kun SurePath-néyte on valmistettu BD PrepMate -jérjestelman ja BD
PrepStain -liuskakasittelylaitteen soveltuvien ohjeiden mukaisesti. Naissa kayttoohjeissa naita

ndytteitd kutsutaan sekaannusten valttamiseksi “postgradienteiksi SurePath-solupellettinaytteiksi”.

Nayte voidaan valmistella seuraavilla menetelmilla:
e Automaattinen SurePath-néytteiden valmistelu QlAsymphony SP -laitteella ja QIAsymphony
DSP HPV Media -kitillg.

Tuloksena on denaturoitu néyteuute, joka sisdltad magneettisia hivkkasia, STM:&é ja DNR:&&

ja jota voidaan kéyttad kokeen hybridisaatiovaiheessa.

® Automaattinen postgradienttien SurePath-solupellettinytteiden valmistelu QlAsymphony SP -
laitteella ja QlAsymphony DSP HPV Media itilla

Tuloksena on denaturoitu néyteuute, joka sisaltaa magneettisia hivkkasia, STM:aa ja DNR:&é

ja jota voidaan k&yttad kokeen hybridisaatiovaiheessa.
e Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalinen valmistelu

Manuaalisen néytteen valmistelun tuloksena on denaturoitu néyte, joka voidaan siirtaé kokeen

hybridisaatiovaiheeseen.
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Naytemadrad koskevat vaatimukset perustuvat ndytteen valmistelumenetelm&an seuraavasti:

e Automaattiseen ndytteen valmisteluun QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla tarvitaan 950 pl.
e Postgradientin SurePath-solupellettindytteen manuaaliseen valmisteluun tarvitaan 2,8 ml.

Tarvittavaa ma&érdé pienemmén madrén kdyttéminen voi aiheuttaa virheellisen negatiivisen
tuloksen digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa.

SurePath-naytteiden automaattinen valmistelu

Sadilyta SurePath-naytteitd naytteenoton jdlkeen enintdan 4 viikkoa 5-25 °C:n lampétilassa ennen
naytteiden valmistelua QlAsymphony SP -laitteella ja QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla.
Kaytettyd SurePath-ndytettc ei saa olla kasitelty milléan muulla diagnostisella menetelmalld,
mukaan lukien BD PrepMate ja BD PrepStain -liuskakasittelylaitteella. Automaattiseen ndytteen

valmisteluun tarvitaan 950 pl SurePath-naytetta.

Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden automaattinen valmistelu

Tarkedd: Pipetoi heti SurePath Pap -koeliuskan valmistelun jalkeen 2,0 ml SurePath-sdilytysnestettd
sentrifugiputkeen, joka sisdltdd postgradienttia solupellettia. Nain sdilytetadn postgradientin
solupelletin eheys digene HC2 High-Risk HPY DNA -koetta varten.

Postgradienttia solupellettia SurePath-sailytysnesteessa saa sdilyttad enintaan 4 viikkoa 5-25 °C:n
lagmpdtilassa ennen ndytteen valmistelua digene HC2 HighRisk HPVY DNA -koetta varten.

Automaattiseen ndytteen valmisteluun tarvitaan 950 pl postgradienttia SurePath-solupellettia.
Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalinen valmistelu

Tarkedd: Pipetoi heti SurePath Pap -koeliuskan valmistelun jélkeen 2,0 ml SurePath-sdilytysnestettd
sentrifugiputkeen, joka sisdltaa jalielle jGéneen solupelletin. Nain sdilytetddn postgradientin

solupelletin eheys digene HC2 High-Risk HPY DNA -koetta varten.

Postgradienttia solupellettia SurePath-sailytysnesteessa saa sdilyttad enintaan 4 viikkoa 2-30 °C:n

lampatilassa ennen ndytteen valmistelua digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetta varten.
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Toimenpide

Ennen kéyttod tehtavét toimenpiteet

Anna Microplate Heater | -laitteen tasaantua kylmakaynnistyksen jalkeen vahintaan 60
minuutin ajan 65 °C:n (£ 2 °C) ladmpétilaan manuaalista testausta varten. Jos ldmpenemisaika
laiminlyddaan, seurauksena saattaa olla hybridisaatiokuoppalevyn sulaminen. Katso

lisatietoja Microplate Heater | —kayttdoppaasta (Microplate Heater | User Manual).

Jos denaturointi- ja hybridisaatiovaiheiden aikana kaytetdan vesihaudetta, varmista, ettd
vesihauteen lampétila on 65 °C ja eftd vesihauteessa on riittavasti vettd upottamaan koko

ndyteputkien sisdltdmén ndytteen maard.

Reagenssin valmistelu

Ota naytteet ja kaikki tarvittavat reagenssit jaékaapista ennen kokeen aloittamista. Anna
niiden lammetd 20-25 °C:n lampétilaan 15-30 minuutin ajan. Valmistele PreservCyt- ja
SurePath-ndytteet ennen aiemmin denaturoitujen ndytteiden ja reagenssien tasapainottamista

huoneenlampétilaan.

Jos kayttévalmiita reagensseja yhdistetaan RCS-ajoon, jossa kasitellgan kerralla useita levyjd,
sekoita kaikki pullot huolellisesti ja yhdistd sitten tarvittava maéra reagenssia puhtaaseen,

kertakayttdiseen polypropeenista valmistettuun kartioputkeen.

Manuaalisesta testausta varten pesupuskurin ja koetinseoksen reagenssit valmistellaan
testauksen kyseisissa vaiheissa. Automaattisessa testauksessa RCS-jarjestelmdssa kaikki
reagenssit valmistellaan ennen RCS-ajon kéynnistamistd ja asetetaan RCS-+asolle.
Valmistele DNR ja DNR2 asianmukaisesti ennen muiden reagenssien valmistelua.

Havita kaikki valmistellut reagenssit (ellei muuta ole mainittu) ja reagenssialikvootit kokeen
padtytyd.

Katso alla taulukot 1-5: Maérita jokaisesta reagenssista tarvittava médrd
kokeiden/kuoppalevyjen lukumadrén ja testausmenetelman perusteella. RCS-jdrjestelméssa
suoritettavan automaattisen testauksen maarat sisaltavat laitteen tarvitseman reagenssin tyhjan

tilavuuden.
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Taulukko 1. Tarvittavat méaarét valmisteltuja ja kayttovalmiita reagensseja STM-néytieiden ja
manuadlisesti valmisteltujen PreservCyt- ja postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden
manuaadliseen testaukseen

Kokeiden/liuskojen

mddrd Koetinseos Pesupuskuri DR1 DR2
24/3 1.04 ml >1 litraa 3ml 3 ml
48/6 2.08 ml >1 litraa 5ml 5ml
72/9 3.12 ml >1 litraa 7 ml 7 ml
96/12 4.16 ml >1 litraa 12 ml 12 ml

Taulukko 2. Tarvittavat maarét valmisteltuja ja kayttovalmiita reagensseja STM-néytieiden,
manuaalisesti valmisteltujen PreservCyt- ja postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden seka
QlAsymphony DSP HPV Media -kitillé valmisteltujen SurePath- ja postgradienttien SurePath-
solupellettinéytteiden automaattiseen testaukseen RCS-jarjestelméssé

Kuoppalevyjen
maard Koetinseos Pesupuskuri DR1 DR2
<1 5.20 ml 3 litraa 10 ml 10 ml
<1.5 6.24 ml 3 litraa 14 ml 14 ml
<2 8.32 ml 3 litraa 18 ml 18 ml
<2.5 9.36 ml 6 litraa 22 ml 22 ml
<3 10.40 ml 6 litraa 26 ml 26 ml
<3.5 12.48 ml 6 litraa 30 ml 30 ml
<4 13.52 ml 6 litraa 34 ml 34 ml

Taulukko 3. Tarvittavat madrdt valmisteltuja ja kéyttovalmiita reagensseja QlAsymphony DSP
HPV Media -kitilld valmisteltujen PreservCyt-ndytteiden automaattiseen testaukseen RCS-
jarjestelmdssa

Kuoppalevyjen
mddra DNR Koetinseos Pesupuskuri DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.20 ml 3 litraa 10 ml 10 ml
<1.5 2.2 ml 6.24 ml 3 litraa 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 8.32 ml 3 litraa 18 ml 18 ml
<25 2.4 ml 9.36 ml 6 litraa 22 ml 22 ml
<3 2.6 ml 10.40 ml 6 litraa 26 ml 26 ml
<3.5 2.6 ml 12.48 ml 6 litraa 30 ml 30 ml
<4 2.8 ml 13.52 ml 6 litraa 34 ml 34 ml
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Taulukko 4. Tarvittavat madrét valmisteltuja ja kéyttdvalmiita reagensseja QlAsymphony DSP
AXpH DNA -kitilla valmisteltujen PreservCyt-ndytieiden manuadliseen testaukseen

Kokeiden/liuskojen

mddrd
DNR DNR2 Koetinseos Pesupuskuri DR1 DR2
24/3 0.6 ml 1.0 ml 1.04 ml >1 litraa 3ml 3ml
48/6 0.6 ml 2.0 ml 2.08 ml >1 litraa 5 ml 5 ml
72/9 0.6 ml 2.5 ml 3.12ml >1 litraa 7 ml 7 ml
96/12 0.6 ml 5.0 ml 4.16 ml >1 litraa 12 ml 12 ml

Taulukko 5. Tarvittavat madrét valmisteltuja ja kéyttdvalmiita reagensseja QlAsymphony DSP
AXpH DNA -kitilla valmisteltujen PreservCyt-ndytieiden automaattiseen testaukseen RCS-
jdrjestelmdssa

Kuoppalevyjen
méard DNR DNR2 Koetinseos Pesupuskuri DR1 DR2
<1 2.2 ml 5.0 ml 5.20 ml 3 litraa 10 ml 10 ml
<1.5 2.2 ml 5.5 ml 6.24 ml 3 litraa 14 ml 14 ml
<2 2.4 ml 6.5 ml 8.32 ml 3 litraa 18 ml 18 ml
<2.5 2.4 ml 7.7 ml 9.36 ml 6 litraa 22 ml 22 ml
<3 2.6 ml 8.8 ml 10.40 ml 6 litraa 26 ml 26 ml
<3.5 2.6 ml 10.0 ml 12.48 ml 6 litraa 30 ml 30 ml
<4 2.8 ml 11.0 ml 13.52 ml 6 litraa 34 ml 34 ml

Denaturointireagenssi

1-levyisen kitin mukana toimitetaan 50 ml denaturointireagenssia, ja 4-levyisen kitin mukana
toimitetaan 2 x 100 ml denaturointireagenssia. Valmista DNR vastaavassa kitissé toimitetun

md&drdn mukaisesti.

N Huomautuksia:

e Valmisteltu DNR on stabiili 3 kuukautta 2-8 °C:n lampétilassa.

® Jos vari haalenee, lisaa 3 pisaraa osoitinvaria ja sekoita perusteellisesti ennen kaytda.

50 ml:n pullo

1. Liséa 50 ml:n denaturointireagenssipulloon 5 pisaraa ilmaisinvaria.
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2. Sekoita perusteellisesti.
DNR:n varin on oltava yhtendisen tummanvioletti.

3. Merkitse DNR:Gan uusi viimeinen kayttépaivamaard.

100 ml:n pullo

1. Liséa 100 ml:n denaturointireagenssipulloon 10 pisaraa ilmaisinvéria.
2. Sekoita perusteellisesti.
DNR:n vérin on oltava yhtendisen tummanvioletti.

3. Merkitse DNR:&an uvusi viimeinen kayttopaivamaara.
Denaturointireagenssi 2

Huomautus: DNR2 vaaditaan ainoastaan QlAsymphony DSP AXpH DNA kitilla valmisteltujen

PreservCytndytteiden testaukseen.

1. Merkitse puhtaaseen kertakdyttdiseen polypropeenista valmistettuun kartioputkeen
“DNR2".

2. Lisad tarvittava m&ard puskuria N2 (katso alla taulukko 6) merkittyyn astiaan.

Taulukko 6. DNR2:n valmistelu

Tarvittava DNR2:n méérd Puskurin N2 mddra Puskurin D2 mddra Osoitinvari
1.0 ml 0.4 ml 0.6 ml 1-2 pisaraa
2.0 ml 0.8 ml 1.2 ml 1-2 pisaraa
2.5 ml 1.0 ml 1.5 ml 1-2 pisaraa
5.0 ml 2.0 ml 3.0 ml 1-2 pisaraa
5.5ml 2.2 ml 3.3 ml 1-2 pisaraa
6.5 ml 2.6 ml 3.9 ml 1-2 pisaraa
7.7 ml 3.1 ml 4.6 ml 1-2 pisaraa
8.8 ml 3.5ml 5.3 ml 1-2 pisaraa
10.0 ml 4.0 ml 6.0 ml 1-2 pisaraa
11.0 ml 4.4 ml 6.6 ml 1-2 pisaraa

Lisaa tarvittava maara puskuria D2 (katso ylla taulukko 6) merkittyyn astiaan.

4. Llisaa tarvittava maard osoitinvaria (katso ylla taulukko ) merkittyyn astiaan.
Huomautus: Kayta digene HC2 High-Risk HPV DNA -koekitin mukana toimitettua
osoitinvarid.

5. Vorteksoi vahintagn 10 sekuntia.

Huomautus: Valmisteltu DNR2 on stabiili 8 tuntia 15-30 °C:n lédmpétilassa.O.
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Koetinseos

® Manuadlista testausta varten valmistele koetinseos ndytteen denaturoinnin inkubaation aikana
(asianmukaisesti, katso “Kalibraattorien, laatukontrollien ja STM-naytteiden denaturointi”,
sivu 45, tai “Kalibraattorien, laatukontrollien ja DNA-eluaattien denaturointi manuaalista

testausta varten”, sivu Errorl Bookmark not defined.).

e Toimi Garimmdisen varoen, jofta valtetdan RNase-kontaminaatio. Kayta koettimen pipetointiin
aerosolilta suojattuja kertakayhdpipettikarkia.
e Koettimen laimennin on viskoosista. Varmista, ettd koetinseoksen valmistelussa muodostuu

nakyva pydrre. Puutteellinen sekoitus voi heikentad signaalia.

® Jos automaattisessa testauksessa RCS-jdrjestelmassd yhdistellaén useita koetinputkia, yhdistd

koetin yhteen putkeen ja sekoita pipetoimalla.

1. Jotta véltetaén koettimen tarttuminen putken kanteen, vie neste koetinputken pohjaan
sentrifugoimalla jokaista putkea lyhyesti.

2.  Sekoita taputtamalla pulloa varovasti.

3. Tarvittavan koetinseoksen madrén madrittdminen:
Suositus: Valmista ylimadrdinen koetinseos korvaamaan maardn, joka saattaa havitd pipetin

karkiin tai putken seinamiin. Ylla olevissa taulukoissa 1-5 ilmoitettu maara sisaltaa

suositellun lisdmadran.

Manuadlinen testaus: Mddrittele, kuinka suuri maard tarvitaan 1:25 koettimen
laimennukseen koettimen laimentimessa koetinseoksen valmistelemista varten (25 pl/koe).
Maérat kéyvét ilmi kohdasta Taulukko 1, sivulla Errorl Bookmark not defined., ja

Taulukko 4, sivuError! Bookmark not defined..

Automaattinen testaus RCS-jérjestelmassa: Kaytd maarid, jotka on madritelty kohdassa
Taulukko 2, sivulla 32, Taulukko 3, sivulla Error! Bookmark not defined., tai Taulukko 5,
sivulla Error! Bookmark not defined..

4.  Merkitse uuteen kertakayttésailidsn “High-Risk HPV -koetinseos”.
Kokeiden maardsta riippuen suositellaan joko 5 ml:n tai 15 ml:n napsautuskorkillista
pyéredpohijaista polypropeenista valmistettua putkea.

5. Lisaa tarvittava maard koettimen laimenninta (katso alla taulukko 7) merkittyyn putkeen.

6.  Pipetoi tarvittava maara High-Risk HPV -koetinta koettimen laimentimeen (katso alla taulukko
7) asettamalla pipetin karki putken sis@seindmé&d vasten juuri meniskin ylépuolella ja

tyhjentamalla sisallon.

Tarkedd: Al upota kérked koettimen laimentimeen.

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015

35



Taulukko 7. Koetinseoksen valmistelu

Tarvittava koetinseoksen médra Koettimen laimentimen mé&érd High-Risk HPV -koettimen mé&drd
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.  Sekoita perusteellisesti vorteksoimalla enimmaéisnopeudella véhintadn 5 sekuntia.
Ndakyvan pydrteen on synnyttéva
Pesupuskuri
® Manuaalista testausta varten valmistele pesupuskuri hybridien sieppausvaiheen aikana (katso
“Hybridinsieppaus”, sivu 51).
e Minimoi altistuminen lisdamalla vetté pesupuskurikonsentraattiin valmistelun aikana.
® Jos kdytat manuaalista kuoppalevyn pesumenetelmad, valmista pesulaitteessa 3 litraa
pesupuskuria.
Suositus: Puhdista pesulaite ja putket 3 kuukauden vdlein 0,5 %:n
natriumhypokloriittilivoksella ja huuhtele perusteellisesti tislatulla tai deionisoidulla vedelld,
jotta véltetacin bakteerien ja homeiden sisdltamien alkalisten fosfataasien mahdollisesti
aiheuttama kontaminaatio.
® Jos kaytat Automated Plate Washer -laitetta, valmista pesupuskuri ja séilytd sita kannellisessa
astiassa tai valmista 1 litra pesupuskuria ja laita se Automated Plate Washer -laitteen
pesusdilioson.
® Valmistele automaattiseen testaukseen RCS-jdrjestelméssa tarvittava médra (asianmukaisesti,

1.

katso Taulukko 2, sivu 32, Taulukko 3, sivu Error! Bookmark not defined., tai Taulukko 5,

sivu Error] Bookmark not defined.) RCS-pesupullossa.

Sekoita pesupuskurikonsentraatin kuoppa ja lisaa tarvittava pesupuskurikonsentraatin maara

(katso alla taulukko 8) madritettyyn astiaan.
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2. liséd tarvittava maard tislattua tai deionisoitua vettd (katso alla taulukko 8) méaadritettyyn

astiaan.

Taulukko 8. Pesupuskurin valmistelu

Tarvittava pesupuskurimééré Pesupuskurikonsentraatin médrd Tislatun tai deionisoidun veden médrd
1 litraa 33.3ml 966.7 ml
2 litraa 66.6 ml 1933.4 ml
3 litraa 100.0 ml 2900.0 ml
6 litraa 200.0 ml 5800.0 ml

3. Aseta sdilidn aukkojen ja sekoituskuopan pddlle puhdas ja nukkaamaton paperiliina.

4.  Sulje sailid kontaminaation tai haihtumisen estamiseksi tai aseta se tarvittavaan laitteeseen.

5. Merkitse pesupuskuriin uusi viimeinen kayttdpdivamaara.

Huomautus: Valmis pesupuskuri pysyy stabiilina 3 kuukauden ajan sdilytettyna 2-30 °C:n

lampadtilassa.
Levylayoutin luominen

1. Luo levylayout digene-analyysimadéritysohjelmistolla ja HPV:n madritykseen tarkoitetuilla

digenecriestelmdn analyysiprotokollilla.

Katso kyseisen ohjelmiston kdyttdoppaasta ohjeet levylayoutin luomisesta asianmukaisin

kalibraattorien, laatukontrollien ja néytteiden paikoilla.

Huomautuksia:

e Kalibraattorit, laatukontrollit ja naytteet kasitellaan kayttamalla 8-kuoppaisia levypalstoja.

e kuoppasarakekonfiguraatiossa.

e Kalibraattorit ja laatukontrollit on testattava kaikissa testeissa seuraavissa

kuoppalevyjen paikoissa (katso Kuva 1, sivu 38):
e Negatiivisen kalibraattorin (NC) replikaatit kuoppalevyn kuopissa AT, B1 ja C1
e High-Risk HPV kalibraattorin (HRC) replikaatit kuoppalevyn kuopissa D1, E1 ja F1
® Low-Risk HPV -laatukontrolli (QC1-LR) kuoppalevyn kuopassa G1
e High-Risk HPV -aatukontrolli (QC2-HR) kuoppalevyn kuopassa H1
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Kuva 1. Kalibraattorien, laatukontrollien ja néytteiden paikat kuoppalevylla.

Tarkeda: RCS-jarjestelmdssa suoritettavassa automaattisessa testauksessa kaytd RCS-kohtaisia
analyysiprotokollia levylayoutin ja tulosten luomiseen. RCS-kohtaiset analyysiprotokollien
madritetyt parametrit poikkeavat manuaalisessa testauksessa kaytetyistd analyysiprotokollista

(katso “Raja-arvon (cut-off, CO) laskenta”, sivu 60).

2. Aseta kalibraattorit, laatukontrollit ja testattavat ndytteet néytteenottoputkien telineeseen tai

naytetelineeseen siing jdrjestyksessd kuin ne testataan.

Tarkeda: Automaattisessa testauksessa RCS-jdrjestelméssé on tdrkedd, etté levylayout vastaa
oikeita testattavia naytteitd, jotta raportoidut naytetulokset eivat ole epdatarkkoja. Vahvista
jokaisen kaytetyn naytetelineen ja kannen sarjanumeroiden tasmadvan. Merkitse tarvittaessa
jokainen nayteteline ja kansi RCS-drjestelmén testausjdrjestyksen mukaisesti. Kaytd

huopakynéad ja etikettia, jotka eivét irtoa 65 °C:n vesihauteessa.
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Naytteen valmistelu

PreservCyt- ja SurePath-ndytteet on valmisteltava ennen digene HC High-Risk HPV DNA -koetta.
Naytteen valmistelutyypistd riippuen valmistellut naytteet ovat valmiit digene HC2 High-Risk HPV

DNA -kokeen eri vaiheita varten.

Kaytettavissa on seuraavat néytteiden valmistelumenetelmat:

® PreservCytnaytteiden automaattinen valmisteleminen QlAsymphony DSP HPV Media itilla

® SurePath-naytteiden ja postgradienttien SurePath-solupellettien automaattinen valmisteleminen
QlAsymphony DSP HPV Media itilla

® PreservCyt-ndytteiden automaattinen valmisteleminen QlAsymphony DSP AXpH DNA «itilla
® PreservCyt-ndytteiden manuaalinen valmisteleminen

e Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalinen valmistelu
PreservCyt-ndytteiden valmisteleminen QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla

[Ti] Katso lisatietoja PreservCyt-ndytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP HPV Media -
kitillaQlAsymphony DSP HPV Media Kit -kayttéohjeista (kasikirjasta) (QIAsymphony DSP HPV
Media Kit Instructions for Use (Handbook)).

Térkedd: QlAsymphony DSP HPV Media itillé valmistelluista PreservCytnéytteisté muodostuneet
ndyteuutteet saa festata ainoastaan RCS-jdrjestelmalla. Testin  suorittamista manuaalisesti

ndyteuutteilla ei ole validoitu.

QlAsymphony DSP HPV Media -kitilld valmisteltujen PreservCytnéytteiden tuloksena on
nayteuutteita hydridisaatiokuoppalevylld, jonka ensimmdinen sarake on tyhja. Nayteuutteet
sisaltavat magneettihivkkasia, STM:46 ja DNR:@4, ja ne ovat valmiita automaattiseen testaukseen
RCS-jdrjestelmassé  denaturointivaiheessa.  Kalibraattorit,  laatukontrollit  ja  ndyteuutteet
denaturoidaan  samanaikaisesti  hydridisaatiokuoppalevylld automaattisessa testauksessa RCS-
jarjestelméssa  (katso  “QlAsymphony SP aitteella valmisteltujen naytteiden denaturaatio ja
hydridisaatio,” sivu 43).

[Ti0 Kun QlAsymphony SP  -laitteella  valmistellut ndytteet testataan automaattisesti  RCS-
jarjestelmd@ssa, katso testausohjeet Rapid Capture -jarjestelman kayttdopas — digene HC2 DNA -
kokeiden suorittaminen QlAsymphony SP -laitteella kasiteltyilla naytteilld (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QlAsymphony SP Processed Samples).
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SurePath-naytteiden ja postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden valmisteleminen
QIAsymphony DSP HPV Media itilla

[l Katso lisatietoja  SurePath-naytteiden ja postgradienttien SurePath-solupellettinaytteiden
valmistelusta QlAsymphony DSP HPV Media kitilla QIAsymphony DSP HPV Media -kitin
kayttohjeista (késikirjasta).

Térkead: QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla valmistelluista SurePath-néytteistd  tuotetut
ndyteuutteet saa testata ainoastaan RCS-drijestelmédlla. Testin  suorittamista manuaalisesti

nayteuutteilla ei ole validoitu.

SurePath-ngytteiden ja postgraddientien SurePath-solupellettindytteiden QlAsymphony DSP HPV
Media -kitilla suoritetun valmistelun tuloksena saadaan kalibraattorit, laatukontrollit ja ndyteuutteet
hybridisaatiokuoppalevyssd, joka on valmis testattavaksi automaattisesti RCS-jarjestelmassa testin

hybridisaatiovaiheessa.

i Kun QlAsymphony SP  -laitteella  valmistellut néytteet testataan automaattisesti  RCS-
jarjestelmdssa, katso testausohjeet Rapid Capture -jarjestelman kayttéopas — digene HC2 DNA -
kokeiden suorittaminen QlAsymphony SP -laitteella kasiteltyilla néytteilla (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed Samples).

PreservCyt-ndytteiden valmisteleminen QIAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla

HH Lisatietoja PreservCyt-néytteiden valmistelusta, katso QIAsymphony DSP AXpH DNA kitin
kasikirja (QIAsymphony DSP AxpH DNA Kit Handbook).

QIlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla valmisteltujen PreservCytnaytteiden tuloksena on DNA-
eluaatteja hydridisaatiokuoppalevylld, jonka ensimmdinen sarake on tyhja. DNA-eluaatit ovat
valmiit  kokeen denaturointivaihetta varten. Kalibraattorit, laatukontrollit ja DNA-eluaatit
denaturoidaan samanaikaisesti hybridisaatiokuoppalevylla (katso  QlAsymphony SP -laitteella

valmisteltujen néytteiden denaturaatio ja hydridisaatio, sivu 43).
PreservCyt-ndytteiden manuaalinen valmisteleminen

[]i] Katso lisatietoja PreservCyt-ndytteiden manuaalisesta valmistelusta digene HC2 Sample

Conversion ~kitin kaytdohjeista.

digene HC2 Sample Conversion itillé suoritetun PreservCyt-néytteiden manuaalisen valmistelun

jdlkeen ndytteet ovat valmiita kokeen hybridisaatiovaiheeseen. Valmistele kalibraattorit ja
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laatukontrollit erikseen (katso “Kalibraattorien, laatukontrollien ja STM-ndytteiden denaturointi”,
sivu 45).

Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalinen valmistelu

Postgradienttien SurePath-solupellettien manuaalisen valmistelun jalkeen naytteet ovat valmiita
kokeen hybridisaatiovaiheeseen. Valmistele kalibraattorit ja laatukontrollit erikseen  (katso

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

defined.).

Térkead: Jos SurePath-ndytteen postgradientti solupellettindyte vaikuttaa olevan tilavuudeltaan alle
1 ml, postgradientti SurePath-solupelletti ei sovellu testattavaksi digene HC2 High-Risk HPY DNA -

kokeella, silla SurePath-sdilytysnestettd ei lisatty sytologisen kasittelyn jalkeen.

1. Tasapainota postgradientit SurePath-solupelletit huoneenlémpétilaan ja varmista, ettd havaittu

nestemddrd on noin 2,8 ml.

2. Sentrifugoi postgradientteja SurePath-solupellettejd Swing-bucket-roottorilla varustetussa

sentrifugissa kiihtyvyydelld 800 = 15 x g 10 £ 1 minuutin ajan.
3. Poista putket sentrifugista.

4. Tyhjennd supernatantti valitdmasti sentrifugoinnin jalkeen ja poista litka neste taputtelemalla
jokainen putki noin 3 kertaa Kimtowels-liinojen tai muiden vastaavien nukkaamattomien

paperiliinojen paalla. Tarkista pelletti jokaisessa putkessa.

Tarkedd: Varo, efteivat solupelletit liu'u putken pohjaan taputtelun aikana.

5. Poista putket telineesta.
6. Lisaa 200 pl STM:&4 jokaiseen pellettiin toistopipetilld tai yksikanavaisella pipetilla.

7. Suspendoi jokainen pelletti uudelleen vorteksoimalla jokaista putkea erikseen 15 sekuntia

suurella nopeudella.
Jos pelletin uudelleensuspendointi on hankalaa, vorteksoi vield 5-30 sekuntia tai kunnes
pelletti irtoaa putken pohjasta ja naytad livkenevan.
Huomautus: Putket voivat sekaantua ilman korkkeja.

8. Pipetoi 100 pl DNR:&a jokaiseen SurePath-néytteeseen toistopipetilld tai yksikanavaisella
pipetilla.
Térkeaa: Varo koskettamasta putken reunoja, sillé se voisi johtaa néytteiden
ristikontaminaatioon.

9. Sekoita jokaista putkea erikseen vorteksoimalla suurella nopeudella 5 sekuntia.

Huomautus: Putket voivat sekaantua ilman korkkeja.
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10.Merkitse digene HC2 Sample Conversion -putket tai 15 ml:n kartioputket asianmukaisella

ndytetunnuksella ja tyypilld (esim. “SP” SurePath-naytteissd) ja aseta putket putkitelineeseen.
Huomautus: Automaattisessa testauksessa RCS-jérjestelmdssa on kaytettava digene HC2
Sample Conversion -putkia.

11.Siirré koko maard asianmukaiseen 15 ml:n kartioputkeen kertakéyttoisellé 7 ml:n
vakiokdrkisella siirtopipetilla tai muulla vastaavalla.

12.Sulje kartioputket korkeilla ja aseta putkitelineeseen.

13.Inkuboi putkia 65 °C:n lampétilassa (+ 2 °C) vesihauteessa 90 minuuttia (+ 5 min).
Huomautus: Téma inkubaatioaika on muille hyvéksytyille néytetyypeille vaadittua aikaa
pidempi.
Jos testaus suoritetaan samana pdivénd, denaturoi kalibraattorit ja laatukontrollit (katso
“Kalibraattorien, laatukontrollien ja STM-naytteiden denaturointi”, sivu 45).

14.0ta putkiteline vesihauteesta inkubaation jélkeen.
Jos kaytat naytetelinettd, alé anna sen jGdhtyd ennen telineen kannen poistamista. Jatka

testausta viipymatta tai poista telineen kansi ja DuraSeal-putkitiivistekalvo.

Huomautus: Jos nayteteline jadhtyy, putket voivat tarttua kiinni telineen kanteen ja ainetta voi

laikkya kantta irrotettaessa.
Valmistellut SurePath-naytteet voidaan:

® testata heti (jatka kohtaan “Hybridization of prepared STM samples and manually prepared

PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples” sivulle 48).

e laittaa sdilytykseen (katso “Optional stop point of prepared STM samples and manually

prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples”, sivu 47)
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QlAsymphony SP -laitteella valmisteltujen naytteiden denaturaatio ja
hydridisaatio

QlAsymphony SP -laitteella suoritetun naytteiden valmistelun tuloksena on

hybridisaatiokuoppalevy, joka sisaltéa véhintaan valmistellut néytteet.

Jos  QlAsymphony SP -laitteessa  valmisteltiin - PreservCyt-naytteita, hybridisaatiokuoppalevyn
ensimmainen sarake on tyhja. Kuoppalevyn sisdlté on valmis kokeen denaturointivaihetta varten.
Kalibraattorit ja laatukontrollit lisataan  hybridisaatiokuoppalevylle joko manuaalisesti  tai

automaattisessa testauksessa RCS-jarjestelmdssd, minka jalkeen suoritetaan denaturaatiovaihe.

Jos QlAsymphony SP -laitteessa valmisteltiin SurePath-ndytteitd tai postgradientteja SurePath-
solupelletteja, levy sisaltaa valmistellut naytteet seka denaturoidut kalibraattorit ja laatukontrollit,
jotka on pipetoitu hybridisaatiokuoppalevyn ensimmdiselle palstalle. Kuoppalevyn sisdlté on

valmis automaattiseen testaukseen RCS-{crjestelmassa kokeen hybridisaatiovaiheessa.

Tarkedd: QlAsymphony DSP HPV Media «itillé valmistelun tuloksena saadut ndyteuutteet voi
testata ainoastaan RCS-jarjestelmdssd. Testin suorittamista manuaalisesti nayteuutteilla ei ole

validoitu.

[li Kun QIAsymphony SP  aitteella  valmistellut ndytteet testataan automaattisesti  RCS-
jarjestelmassd, katso testausohjeet Rapid Capture -jarjestelman kaytdopas — digene HC2 DNA -
kokeiden suorittaminen QlAsymphony SP -aitteella késiteltyilla néytteilla (Rapid Capture System
User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QlAsymphony SP Processed Samples).

® Tama menetelmd on tarkoitettu QIAsymphony DSP AXpH DNA kitilla valmisteltujen
PreservCyt-ndytteiden manuaaliseen testaukseen. Jos néytteet testataan automaattisesti RCS-
jarjestelmassd, katso testausohjeet Rapid Capture -jarjestelmén kayttdopas — digene HC2
DNA -kokeiden suorittaminen QlAsymphony SP -laitteella kasiteltyilla naytteilla (Rapid Capture
System User Manual — Performing digene HC2 DNA Tests Using QIAsymphony SP Processed
Samples).

e Kalibraattorien ja laatukontrollien denaturointi suoritetaan DNR:1l&, kun taas DNA-eluaattien

denaturointi suoritetaan DNR2:lla
1. Vorteksoi kaikkia kalibraattoreita ja laatukontrolleja 10 sekuntia enimméisasetuksella.
Kaanna kukin putki, jotta putken korkkiin tarttunut materiaali irtoaa.

Irrota kalibraattori- ja laatukontrolliputkien korkit ja havitd ne.

AN N

Lisad yksikanavaisella pipetilld 50 pl asianmukaista kalibraattoria tai laatukontrollia tyhjén

hybridisaatiokuoppalevyn kuopan pohjalle luodun levylayoutin mukaisesti.
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10.

Jos lisatestaukseen kaytetddn kalibraattoria ja laatukontrolleja, sulje putket uusilla
kierrettavilla naytteenottoputkien korkeilla, merkitse putkiin vusi viimeinen kayttépaivaméaara
ja sdilytd niita 2-8 °C:n lampétilassa.

Huomautus: Avatut denaturoimattomat kalibraattorit ja laatukontrollit ovat stabiileja 3
kuukautta 2-8 °C:n lampétilassa.

Vorteksoi valmisteltu DNR ja DNR2 perusteellisesti ja alikvoi asianmukaisesti merkittyyn
kertakdytdiseen reagenssisdilioon.

Tarkedd: Varmista, ettd eluaattikuoppalevyn oikeaan sarakkeeseen liséitédn oikeaa
reagenssia.

Lisaa 25 pl DNR:a& 8-kanavaisella pipetilla kalibraattoreita ja laatukontrolleja sisdltavan
hybridisaatiokuoppalevyn ensimmaiseen sarakkeeseen.

Lisaa 25 pl DNR2:ta 8-kanavaisella pipetilla jokaiseen DNA-eluaattia sisaltavadn

hybridisaatiokuoppalevyn kuoppaan.

Sulje hybridisaatiokuoppalevy kuoppalevyn kannella ja ravista 30 sekuntia Rotary Shaker | -
laitteessa 1100 (£ 100) rpm:Ila&.

Aseta kuoppalevy Microplate Heater | -laitteeseen, jonka lampétila on tasaantunut 65 + 2

°C:n lampétilaan. Varo laikkymista. Inkuboi hybridisaatiokuoppalevyd 45 + 5 minuuttia.
Valmista koetinseos téman inkubaation aikana (katso “Koetinseos”, sivu 35).
Poista hybridisaatiokuoppalevy Microplate Heater | -laitteesta.

Denaturoidut kalibraattorit, laatukontrollit ja DNA-eluaatit voidaan:

laittaa sailytykseen (katso “DNA-eluaattien valinnainen pysédhtymiskohta”, sivu 44).

testata heti (jatka kohdasta “DNA-eluaattien hybridisaatio”, sivu Errorl Bookmark not

defined.)

DNA-eluaattien valinnainen pysahtymiskohta

Denaturoituja, kuoppalevyn kannella peitettyja@ DNA-eluaatteja, kalibraattoreita ja laatukontrolleja

voidaan sgilyttaa 2-8 °C:n lampétilassa 2 viikkoa.

Hybridization of DNA eluates

Jos denaturoituja kalibraattoreita, laatukontrolleja ja DNA-eluaatteja sisdltavaa
hybridisaatiokuoppalevyd on sdilytetty, poista kuoppalevyn kansi ja anna
hybridisaatiokuoppalevyn tasaantua 20-25 °C:n lampatilaan.

Vorteksoi koetinseos perusteellisesti ja alikvoi kertakéyttdiseen reagenssisailidén.
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Pipetoi huolellisesti 25 pl koetinseosta jokaiseen hybridisaatiokuoppalevyn kuoppaan 8-
kanavaisella pipetilla. Kayta vutta karked jokaisella koetinseoksen lisayskerralla.

Varo nesteen laikkymista seka hybridisaatiokuoppalevyn kuoppien reunojen
koskettamista.

Sulje hybridisaatiokuoppalevy kuoppalevyn kannella ja ravista 3 minuuttia (+ 2 min) Rotary
Shaker | -laitteessa 1100 rpm:lla (+ 100 rpm).

Ravistamisen jalkeen kalibraattorien, laatukontrollien ja DNA-eluaattien pitéisi
muuttua keltaisiksi.

Violetteina pysyvét naytteet eivat ehka ole saaneet riittévasti koetinseosta. Lisad
viela 25 pl koetinseosta violeteiksi jaaneisiin naytteisiin ja ravista uudelleen. Jos
ndyte on edelleen violetti, testaa ndyte uudelleen.

Aseta kuoppalevy Microplate Heater | -laitteeseen, jonka lédmpétila on tasaantunut 65 + 2
°C:n lampétilaan. Varo laikkymista. Inkuboi hybridisaatiokuoppalevyd 60 + 5 minuuttia.

Jatka testausta kohdasta “Hybridinsieppaus”, sivu 51.

STM-naytteiden sekd manuaalisesti valmisteltujen PreservCyt-naytteiden ja
postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden denaturointi ja
hybridisaatio

Manuaalisesti valmisteltujen PreservCytnéytteiden ja postgradienttien SurePath-
solupellettindytteiden testauksessa ndytteitd ei tarvitse denaturoida. Testauksessa tarvittavat

kalibraattorit ja laatukontrollit on kuitenkin denaturoitava alla olevien ohjeiden mukaisesti.

Jotkut STM-néytteet voivat sisdltad verta tai muuta biologista materiaalia, jotka voivat peittéd
varimuutokset DNR:n lisaamisen jdlkeen. Oikeaa varimuutosta ei véltamatta huomata tassd
vaiheessa ndytteistd, jotka ovat tummanvarisia ennen DNR:n lisGamista. Naissa tapauksissa
oikean varimuutoksen nakymattdmyys ei vaikuta koetuloksiin. Asianmukainen sekoittuminen

voidaan varmistaa tarkkailemalla kalibraattorien ja laatukontrollien vérimuutosta.

Kalibraattorien, laatukontrollien ja STM-naytteiden denaturointi

e Ala missaan vaiheessa poista ndytteenottolaitetta néyteputkesta.

e On erittdin tarkedd, etté kaikki néytemateriaali on kosketuksessa DNR:n kanssa, silléd muuten

tulokset voivat olla védran positiivisia. Sekoittaminen DNR:n liséamisen jdlkeen on térked

vaihe.

MST Vortexer 2 -menetelmalla denaturoiduille STM-néytteille on kaytettava “Hybridisaatio
kuoppalevylla ja Microplate Heater | -laitteella” -menetelmad, joka kuvataan sivulla Error!
Bookmark not defined.. "Hybridisaatio mikroputkilla ja vesihauteella” -menetelmé&é (sivu
Error! Bookmark not defined.) ei ole validoitu MST Vortexer 2 -laitteella denaturoiduille STM-

naytteille.
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1. Poista ja havita putkien korkit.

Tarkeda: STM-naytteista poistetut korkit voivat olla tartuntavaarallisia (lisatietoja, katso

“Varoitukset ja varotoimenpiteet”, sivu 21).
Pipetoi madritetty DNR-madré (katso alla taulukko 9) putkiin toistopipetilla tai saadettavalla
pipetilla.

2. Varo koskettamasta putkien reunoja, sillé se voisi johtaa néytteiden ristikontaminaatioon.

Tarkedd: 1-levyinen kitti ja 4-levyinen kithi sisaltavat eri maéran High-Risk HPV -kalibraattoria.

Varmista, ettd lisadt oikean madrdn DNR:ad.
Huomautus: Lisatty DNR-maard on puolet putken sisdltamasta nesteesta.

Taulukko 9. DNR:n lisddminen

Kalibraattori, laatukontrolli tai STM-néyte Tarvittava DNR:n mddré
Negatiivinen kalibraattori, 2 ml 1000 pl
Korkean riskin HPV:n kalibraattori, T ml 500 pl
Korkean riskin HPV:n kalibraattori, 2 ml 1000 pl
Pienen riskin HPV:n tai korkean riskin HPV:n laatukontrolli, 1 ml 500 pl
STM-nayte, 1 ml 500 pl

3.  Sekoita putket joko MST Vortexer 2 -menetelméllé tai manuaalisesti vorteksoimalla jokaista

putkea erikseen.

MST Vortexer 2 -menetelmd

a.  Peitd putket DuraSeal-putkitiivistekalvolla vetamalla kalvoa putkien padlle
ndytetelineessa.

b.  Aseta telineen kansi kalvolla peitettyjen putkien padille ja lukitse kansi paikalleen 2
sivupidikkeelld. Leikkaa kalvo leikkurilla.

K&énna punavartinen vipu vaakatasoon yléasentoon.

d.  Aseta nayteteline tukevasti MST Vortexer 2 -laitteen ohjaimiin ja niin, eftd telineen
suurin lovitettu kulma on oikeassa etukulmassa. Lukitse néyteteline paikalleen

kaantamallé punavartinen vipu pystytasoon ala-asentoon.

e.  Varmista, ettd nopeusasetus on 100 (enimmdisnopeus). Kytke MST Vortexer 2 sitten
padlle.

f.  Vorteksoi putkia 10 sekuntia.

g.  Kytke MST Vortexer 2 -laitteen virta pois padalté.

h.  Poista ndyteteline MST Vortexer 2 -laitteesta ka&antamalla  punavartinen  vipu

yldasentoon.

Manuaalinen yksildllinen putkien vorteksointimenetelmd
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Laita putkiin uudet kierrettavat néytteenottoputkien korkit.
Sekoita jokaista putkea erikseen vorteksoimalla suurella nopeudella 5 sekuntia.

Térkedd: Sekoituksen aikana putkessa pitdd ndkyd nesteen pyérre, joka huuhtelee
putken koko sisdpinnan.

c.  Kaanna kaikki putket kerran, jotta neste huuhtelee putken, korkin ja kehan sisapinnat.
d.  Aseta putki takaisin telineeseen.
Putken sisaltdméan nesteen on muututtava violetiksi

4. Inkuboi putkia telineessa 65 °C:n (+ 2 °C) vesihauteessa 45 minuuttia (+ 5 min).

Valmista manuaaliseen testaukseen tarvittava koetinseos taman inkubaation aikana (katso

“Koetinseos”, sivu 35).
5. Ota putket vesihauteesta inkubaation jalkeen.

Jos kaytat naytetelinettd, ala anna sen jaahtyd ennen telineen kannen poistamista. Jatka

testausta viipymatta tai poista telineen kansi ja DuraSeal-putkitiivistekalvo.

Huomautus: Jos nayteteline jadhtyy, putket voivat tarttua kiinni telineen kanteen ja ainetta voi

laikkya kantta irrotettaessa.
Denaturoidut kalibraattorit, laatukontrollit ja STM-néytteet voidaan

e laittaa sdilytykseen (katso “Optional stop point of prepared STM samples and manually
prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples”, sivu 47)

® testata heti (jatka kohtaan “Hybridization of prepared STM samples and manually prepared

PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples” sivulle 48).

Valmisteltujen STM-naytteiden sekd manuaalisesti valmisteltujen PreservCyt-naytteiden ja
postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden valinnainen pysahtymiskohta

Tarked: Alg sdilytd tai kuljeta denaturoituja naytteitd kuivajddssa.

Kaikkia valmisteltuja néytteitd, kalibraattoreita ja laatukontrolleja voidaan sailyttas 2-8 °C:ssa
seuraavaan pdivadn tai -20 °C:ssa enintdén 3 kuukautta. Enintdén kolme pakastus-
/sulatusjaksoa on sallittu siten, eftd ndytteet ovat enintdan 2 tuntia huoneenlampétilassa kunkin

sulatusjakson aikana.

Kun naytteitd sdilytetddn seuraavaan pdivadn ndytetelineessd 2-8 °C:ssa, peitd ndytteet

DuraSeal-putkitiivistekalvolla ja aseta telineen kansi paikalleen.

Jos naytteita sdilytetddn néaytetelineessdé 20 °C:ssa, poista telineen kansi ja DuraSeal-

putkitiivistekalvo ja aseta putkiin asianmukaiset korkit.
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Valmisteltujen STM-naytteiden sekd manuaalisesti valmisteltujen PreservCyt-naytteiden ja
postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden hybridisaatio

[l Kun  teet STMmnaytteiden  tai  manuaalisesti  valmisteltujen  PreservCytnaytteiden ja
postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden automaattista testausta RCS-jarjestelmassa, katso

lisatietoja Rapid Capture -jarjestelmdn kéyttéoppaasta.

Jos denaturoituja  kalibraattoreita, laatukontrolleja tai ndytteitd on sdilytetty, anna niiden
tasapainottua 20-25 °C:n lampétilaan. Jos niitd on sdilytetty naytetelineessd, poista ja havitd

putkien korkit.

e STM-naytteille ja manuadalisesti valmistelluille PreservCyt-néytteille ja postgradienteille
SurePath-solupellettindytteille voidaan kéyttad kahta hybridisaatiomenetelmaa: “Hybridisaatio
kuoppalevylla ja Microplate Heater | -laitteella” ja “Hybridisaatio mikroputkilla ja

vesihauteella”.

® MST Vortexer 2 -menetelmdlla denaturoiduille STM-naytteille on kaytettéva “Hybridisaatio
kuoppalevylla ja Microplate Heater | -laitteella” -menetelmad, joka kuvataan sivulla Error!
Bookmark not defined.. "Hybridisaatio mikroputkilla ja vesihauteella” -menetelmé&é (sivu
Error! Bookmark not defined.) ei ole validoitu MST Vortexer 2 -laitteella denaturoiduille STM-
naytteille.

e Koetinseos on viskoosista. Varmista, ettd koetinseos sekoitetaan perusteellisesti ja ettd koko
tarvittava maard annostellaan jokaiseen hybridisaatiokuoppalevyn kuoppaan fai

hybridisaatiomikroputkeen.

e Siirtdessdsi ndytteen hydridisaatiokuoppalevyyn tai hybridisaatiomikroputkeen @lé koske
hybridisaatiokuoppalevyn tai hybridisaatiomikroputkien reunoihin, sillé jos néytteiden siirrossa
ei toimita huolellisesti, tulokset voivat olla vaaran positiivisia. Valta ilmakuplien
muodostumista. Kéytd jokaiseen ndytteiden siirfoon puhdasta ja erikoispitkaa pipettic

ristikontfaminaation vélttamiseksi.
Hybridisaatio kuoppalevylld ja Microplate Heater | -aitteella

1. Ofa esille hybridisaatiokuoppalevy ja merkitse se.
2. Vorteksoi jollakin seuraavista menetelmista:

Kalibraattorit, laatukontrollit tai STM-ndytteet MST Vortexer 2 -laitteessa

a.  Peitd putket DuraSeal-putkitiivistekalvolla ja kiinnité néytetelineen kansi paikalleen.
b.  Vorteksoi naytetelinettd vahintaan 5 sekuntia enimmaisnopeusasetuksella.

c.  Aseta nayteteline heti poytdtasolle ja vapauta irrottimet. Nosta telineen kantta noin 1

cm ja siirrG sitd varovasti vasemmalle ja oikealle, jotta DuraSeal-putkitiivistekalvoon
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mahdollisesti kiinnittyneet putket irtoavat. Poista telineen kansi nostamalla sité suoraan

ulospain, kunnes se on irti ndytetelineesta.
d.  Poista DuraSeal-putkitiivistekalvo varovasti telineen kannesta ja havitd.

PreservCyt-ndytteet tai postgradientit SurePath-solupellettindtteet MST Vortexer 2 -laitteella

a.  Peitd putket DuraSeal-putkitiivistekalvolla ja kiinnité néytetelineen kansi paikalleen.
b.  Vorteksoi sekoitustelinetta vahintaan 10 sekuntia enimmaisnopeusasetuksella.

c.  Aseta nayteteline heti poytdtasolle ja vapauta irrottimet. Nosta telineen kantta noin 1
cm ja siirrG sitd varovasti vasemmalle ja oikealle, jotta DuraSeal-putkitiivistekalvoon
mahdollisesti kiinnittyneet putket irtoavat. Poista telineen kansi nostamalla sité suoraan
ulospain, kunnes se on irti ndytetelineesta.

d.  Poista DuraSeal-putkitiivistekalvo varovasti telineen kannesta ja havita

Kaikki néytetyypit vortexer-laitteessa

a.  Vorfeksoi jokaista putkea erikseen véhintaan 5 sekuntia.
Siirrd EXPAND-4-pipetilla tai yksikanavaisella pipetilla ja erikoispitkilla pipetin karjilla 75 pl
jokaista kalibraattoria, laatukontrollia tai néytettd tyhjan hybridisaatiokuoppalevyn kuopan
pohjalle luodun levylayoutin mukaisesti.

Jos néytteitd on tarkoitus sdilyttad, sulje denaturoidut kalibraattorit, laatukontrollit ja STM-
naytteet uusilla kierrettévilla néytteenottoputkien korkeilla ja aseta kunkin néytteen

alkuperdginen korkki PreservCyt-néytteisiin ja postgradientteihin SurePath-solupellettindytteisiin.

Huomautus: Sailyta naytteitd kohdassa “Optional stop point of prepared STM samples and
manvually prepared PreservCyt and SurePath post-gradient cell pellet samples” sivulla 47

mainittujen rajojen mukaisesti.

Siirreftydsi viimeisen néytteen sulie hybridisaatiokuoppalevy kuoppalevyn kannella ja
inkuboi 10 minuuttia 20-25 °C:n lampétilassa.

Vorteksoi koetinseos perusteellisesti ja alikvoi kertakayttdiseen reagenssisailidén.

Pipetoi huolellisesti 25 pl koetinseosta jokaiseen hybridisaatiokuoppalevyn kuoppaan 8-
kanavaisella pipetilla. Kayta vutta karked jokaisella koetinseoksen lisayskerralla.

Varo nesteen laikkymistd sekd hybridisaatiokuoppalevyn kuoppien reunojen koskettamista.

Sulje hybridisaatiokuoppalevy kuoppalevyn kannella ja ravista 3 minuuttia (£ 2 min) Rotary
Shaker | -laitteessa 1100 rpm:ll& (+ 100 rpm)..

Ravistamisen jdlkeen kalibraattorien, laatukontrollien, STM-naytteiden ja postgradienttien
SurePath-solupellettindytteiden pitdisi muuttua keltaisiksi ja PreservCytnéytteiden
vaaleanpunaisiksi.

Violetteina pysyvét néytteet eivat ehkd ole saaneet riittévasti koetinseosta. Lisad vield 25 pl
koetinseosta violeteiksi jadneisiin naytteisiin ja ravista vudelleen. Jos néyte on edelleen
violetti, testaa nayte uudelleen.

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015

49



8.  Aseta kuoppalevy Microplate Heater | -laitteeseen, jonka lédmpétila on tasaantunut 65 + 2

°C:n lampétilaan. Varo laikkymista. Inkuboi hybridisaatiokuoppalevya 60 + 5 minuuttia.

9. Jatka testausta kohdasta “Hybridinsieppaus”, sivu 51.
Hybridisaatio mikroputkilla ja vesihauteella

1. Merkitse tarvittava maard puhtaita hybridisaatiomikroputkia ja aseta ne

mikroputkitelineeseen.

2. Vorteksoi jokaista kalibraattoria, laatukontrollia ja ndyteputkea erikseen vahintaén 5

sekuntia ennen néytteen poistamista.

3. Siirrd yksikanavaisella pipetillé ja erikoispitkilld pipetin karjilla 75 pl jokaista kalibraattoria,
laatukontrollia tai néytettd tyhjén hybridisaatiomikroputken pohjalle luodun levylayoutin

mukaisesti.

Jos naytteitd on tarkoitus sailyttad, sulje denaturoidut kalibraattorit, laatukontrollit ja STM-
naytteet uusilla kierrettavilla naytteenottoputkien korkeilla ja aseta kunkin naytteen
alkuperdinen korkki PreservCyt- ja SurePath-néytteisiin.
Huomautus: Sailyta naytteitd kohdassa “Valmisteltujen STM-naytteiden sekd manuaalisesti
valmisteltujen PreservCyt- ja SurePath-néytteiden valinnainen pysdhtymiskohta”, sivu 56,
mainittujen rajojen mukaisesti.

4.  Siirretty@si viimeisen ndytteen inkuboi hybridisaatiomikroputkia 10 minuuttia 20-25 °C:n

lampétilassa.
5. Vorteksoi koetinseos perusteellisesti ja alikvoi kertakayttdiseen reagenssisdilidén.

6.  Pipetoi huolellisesti 25 pl koetinseosta jokaiseen hybridisaatiomikroputkeen 8-kanavaisella

pipetilla. Kayta uutta karked jokaiselle riville.

Varo nesteen laikkymista sekd hybridisaatiomikroputkien reunojen koskettamista.
Varmista telineen alapuolelta, ettd kaikissa hybridisaatiomikroputkissa on riittdva maara

koetinseosta.

7.  Peitd hybridisaatiomikroputket levytiivisteella. Aseta telineen kansi telineen pédlle. Ravista

mikroputkitelinettd 3 (= 2) minuuttia Rotary Shaker | Haitteessa 1100 (£ 100) rpm:ll&.

Ravistamisen jdlkeen kalibraattorien, laatukontrollien, STM-naytteiden ja SurePath-néytteiden
pitdisi muuttua keltaisiksi ja PreservCytnaytteiden vaaleanpunaisiksi.

Violetteina pysyvat ndytteet eivét ehkd ole saaneet riittévasti koetinseosta. Lisaa viela 25 pl
koetinseosta violeteiksi jGaneisiin n@ytteisiin ja ravista uudelleen. Jos nayte on edelleen
violetti, testaa néyte uudelleen.

8.  Inkuboi putkia telineessd 60 minuuttia (£ 5 minuuttia) vesihauteessa
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65 °C:n lampétilassa (£ 2 °C).

Varmista, ettd vesihauteessa on riittévasti vettd peittdmadn koko hybridisaatiomikroputkien
sisaltdman madran.

Huomautus: Mikroputkiteline kelluu vesihauteessa.

9. Jatka testausta kohdasta “Hybridinsieppaus”, sivu 61.
Hybridinsieppaus

1. Poista sieppauskuoppalevykehikosta kaikki ylimaaraiset kaivot.

2.  Palauta kayttamattdmat kuoppalevykaivot niiden alkuperdiseen pussiin ja sulje se.

3. Merkitse sarakkeet numeroimalla ja varusta kuoppalevy asianmukaisella tunnisteella.
Naytteet lisataan sieppauskuoppalevyn kuoppiin luodun levylayoutin mukaisesti.

4.  Poista varovasti hybridisaatiokuoppalevy Microplate Heater | -laitteesta tai mikroputkiteline
vesihauteesta.
Poista kuoppalevyn kansi viipymattd ja aseta se puhtaalle pinnalle tai poista telineen kansi

ja veda levytiivistetta hitaasti yléspain mikroputkitelineen yli.

5. Siirra 8-kanavaisella pipetillé hybridisaatiokuoppalevyn kuoppien tai
hybridisaatiomikroputkien koko sis@ltd (noin 100 pl) vastaavien sieppauskuoppalevyn
kuoppien pohijalle.

Kayta jokaisessa siirrossa uusia pipetin karki@, jo anna jokaisen pipetin kdrjen tyhjentyd
kokonaan, jotta koko ndyte siirretdan varmasti. Tarvittaessa pipettia voidaan tukea pitamalla
pipetin kdrjen keskiosaa sieppauskuoppalevyn kuoppien yldreunaa vasten (katso Kuva 2,

alla).

/
B

—
Oikein Alg pipetoi Alg kosketa karjella
kohtisuoraan, jotta kuopan reunaa.

neste ei roisku.

Kuva 2. Oikea pipetointi.
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6.  Sulje sieppauskuoppalevy kuoppalevyn kannella tai uudella levytiivisteelld ja ravista
60 (x 5) minuuttia Rotary Shaker | -laitteessa 1100 (+ 100) rpm:lla 20-25 °C:n

l&dmpdtilassa.
Valmista pesupuskuri tdmén inkubaation aikana (katso “Pesupuskuri”, sivu 36).

7. Kun inkubaatio on padttynyt, ota sieppauskuoppalevy Rotary Shaker | -laitteesta ja poista
kuoppalevyn kansi tai levytiivistin varovasti.

8. Poista neste sieppauskuoppalevyn kuopista kaatamalla altaaseen; kadanna

sieppauskuoppalevy kokonaan ylésalaisin altaan ylapuolella ja ravistele kunnolla alaspgin.
Tarkedd: Ala kaannd kuoppalevyd takaisin yléspain.
Estd nesteen roiskuminen kaatamalla lghellé altaan pohjaa.

9.  Kuivaa taputtelemalla lujasti 2-3 kertaa puhtaan Kimtowels-liinan tai vastaavan
nukkaamattoman paperiliinan p&alla.
Varmista, ettd sieppauskuoppalevyn kuopissa ei ole nestettd ja sieppauskuoppalevyn

padllysosa on kuiva.

10. Jatka testausta kohdasta “Hybridin osoittaminen”, sivu 53.
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Hybridin osoittaminen

® Lisad reagenssia koko sieppauskuoppalevylle vasemmalta oikealle 8-kanavaisella pipetilla.
Poista lilka reagenssi karjistd pyyhkimalla ne kertakayttdiseen reagenssisdiliédn ennen
reagenssin annostelua kuoppalevylle.

e 8kanavaisen pipetin sijaan voidaan kéyttaa toistopipettia. Alikvoi DR1
polypropyleeniputkeen, joka on riittévan suuri koko madardlle.

e Tehokkaan ja yhtendisen reagenssiannostelun aikaansaamiseksi suositellaan kaytettavaksi
k&anteispipetointimenetelmaa. Toimenpide kuvataan jéljempéna.

e Tarvittaessa pipettic voidaan tukea pitémélla pipetin kérjen keskiosaa sieppauskuoppalevyn
kuoppien yldreunaa vasten. Varo koskettamasta sieppauskuoppalevyn kuoppien seindmiin
naytteiden ristikontaminaation vélttamiseksi (katso Kuva 2, sivu Error! Bookmark not
defined.).

1. Sekoita DR1 perusteellisesti ja siirrd tarvittava madrd huolellisesti (tarpeen mukaan, katso
Taulukko 1, sivu Errorl Bookmark not defined., tai Taulukko 4, sivu Error! Bookmark not
defined.) puhtaaseen, kertakéyttdiseen reagenssisdilidon.

2.  Pipetoi huolellisesti 75 pl DR1:t& jokaiseen sieppauskuoppalevyn kuoppaan kddnteisté
pipetointitekniikkaa kaytden seuraavalla tavalla:

a.  Kiinnita karjet 8-kanavaiseen pipettiin. Varmista, ettd karjet ovat tivkasti paikoillaan.
b.  Paina pipetin mantaa ensimmadisen vasteen yli toiseen vasteeseen.
Upota karjet reagenssiin.
d.  Vapauta méntd hitaasti ja anna kérkien téyttyd reagenssilla.
e.  Annostele reagenssi kuoppalevyn kuoppiin painamalla ménnén ensimmdiseen
vasteeseen. Ald vapauta méntaa ennen kuin pipetin kdrjet on upotettu reagenssiin.
f. Tayta karjet uudelleen ja toista toimenpide, kunnes kaikki kuoppalevyn kuopat ovat
taynna..
Varmista, etté kaikki sieppauskuoppalevyn kuopat ovat téynnd, tarkkailemalla
vaaleanpunaisen vérin voimakkuutta. Vaaleanpunaisen vérin pitdisi olla yhté voimakasta
kaikissa sieppauskuoppalevyn kuopissa
3. Sulje sieppauskuoppalevy kuoppalevyn kannella, puhtaalla Parafilm-kalvolla tai muulla

vastaavalla ja inkuboi 30-45 minuuttia 20-25 °C:n lampétilassa.

4. Jatka testausta kohdasta “Pesu”, sivu 54.
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Pesu
Pese sieppauskuoppalevy jollakin alla kuvatuista menetelmista.
Levyn pesu levykonepesurilla

Pida Automated Plate Washer aina pédlle kytkettynd. Tarkista, ettd huuhteluallas on tdysi ja
jates@ilid on tyhja. Automated Plate Washer huuhtelee jdrjestelman saannéllisesti puhdistusta

varten. Katso lisdtietoja Automated Plate Washer —kéyttéoppaasta (Automated Plate Washer User
Manual).

e Varmista, eftd pesusdiliddn on taytetty pesupuskuria véhintdén 1 litran merkkiin saakka. Jos

ndin ei ole, valmista pesupuskuri (katso “Pesupuskuri”, sivu 36).
® Varmista, ettd huuhtelusdilidssd on deionisoitua tai tislattua vettd.
® Varmista, eftd jatesdilié on tyhjé ja kansi on kunnolla kiinni.

e Automated Plate Washer esikasittelee levyt automaattisesti ennen pesua ja huuhtelee ne aina

pesun jalkeen.

® Jos kaytdssd on vain osittainen sieppauskuoppalevyn liuska, aseta ennen pesua tyhjat

kuoppalevyn kuopat sieppauskuoppalevyyn niin, ettd koko sarake on taynna.

1. Poista kuoppalevyn kansi ja aseta sieppauskuoppalevy Automated Plate Washer -laitteen

pohjaosaan.

2. Varmista, ettd Automated Plate Washer -laitteen virta on kytketty ja ettd néytdssd lukee

Digene Wash Ready (Digene-pesu valmis) tai P1.

3. Valitse pestdvien liuskojen maara painamalla Rows (Rivit) -ndppdintd ja saatamalla madraa
painikkeilla + ja -.

4. Painamalla Rows-néppdintd palaat Digene Wash Ready- tai P1-ndyttoon.

5. Aloita painamalla Start/Stop (Kéynnistys/sammutus) -painiketta.

Automated Plate Washer suorittaa kuusi taytté- ja aspirointijaksoa, joihin kuluu noin 10
minuuttia. Koska ohjelmassa tapahtuu lyhyt tauko, varo poistamasta kuoppalevya liian
aikaisin.
Kun Automated Plate Washer on pdéttényt pesun, néyttddn tulee teksti “Digene Wash
Ready” tai “P1".

6. Kun pesuohjelma on valmis, ota sieppauskuoppalevy levykonepesurin pohjaosasta.
Kuoppalevyn tulee néyttaa valkoiselta eiké kuoppalevyn kaivoissa saa olla vaaleanpunaisia
nestejadmida.

7. Jatka testausta kohdasta “Signaalin monistuminen”, sivu 56
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Manuaalinen pesumenetelma

1. Poista DR1 sieppauskuoppalevyn kuopista asettamalla puhdas Kimtowels-liina tai vastaava

nukkaamaton paperiliina sieppauskuoppalevyn péadlle.

2. Varmista, ettd paperiliinat peittévat koko sieppauskuoppalevyn alan ja kadnné levy

varovasti ylésalaisin.
Anna sieppauskuoppalevyn kuivua 1-2 minuuttia.

4. Taputtele kuivaksi puhtaan Kimtowels-liinan tai vastaavan nukkaamattoman paperiliinan
padlla.
Havita kaytetyt paperiliinat huolellisesti, jotta alkalinen fosfataasi ei aiheuta

kontaminaatiota.

5.  Pese sieppauskuoppalevy késin pesulaitteella 6 kertaa.

Huuhtele sieppauskuoppalevyt runsaalla pesupuskurilla. Néin poistetaan DR 1
sieppauskuoppalevyn kuoppien yldosista. Pesu aloitetaan sieppauskuoppalevyn kuopasta
A1, ja sita jatketaan kieputtelemalla oikealle ja alaspdin. Kun kaikki sieppauskuoppalevyn
kuopat ovat t&ynnd, tyhjenna neste pesualtaaseen voimakkaalla alaspdinliikkeelld. Toinen
pesu aloitetaan sieppauskuoppalevyn kuopasta H12, ja sitd jatketaan kieputtelemalla
vasemmalle ja yléspdin. Tama 2 pesukerrasta koostuva pesusekvenssi toistetaan viela 2

kertaa niin, ettd sieppauskuoppalevy pestddn yhteensa 6 kertaa.

6.  Pesun jalkeen anna sieppauskuoppalevyn kuivua ylésalaisin puhtaan Kimtowels-liinan tai
vastaavan nukkaamattoman paperiliinan p&dlla taputtelemalla sité voimakkaasti 3-4 kertaa.
Vaihda paperiliina ja taputtele uudelleen.

7. Jata ylésalaisin oleva sieppauskuoppalevy kuivumaan 5 minuutiksi. Taputtele
sieppauskuoppalevy kuivaksi vield kerran.

Sieppauskuoppalevyn kuoppien on oltava valkoisia, ja niissé ei saa olla jGamid

vaaleanpunaisesta nesteestd.

8. Jatka testausta kohdasta “Signaalin monistuminen”, sivu 56.
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Signaalin monistuminen

® Kaytd uusia suojakdasineitd DR2:n kasittelyssa.
e Llisad reagenssia koko sieppauskuoppalevylle vasemmalta oikealle 8-kanavaisella pipetilla.

e 8kanavaisen pipetin sijaan voidaan kayttad toistopipettia. Alikvoi DR2

polypropyleeniputkeen, joka on riittévan suuri koko maardlle.
e Llisad DR2 keskeytyksettd. Inkubaatioajan on oltava mahdollisimman tarkasti sama kaikissa

sieppauskuoppalevyn kuopissa.

® Varo koskettamasta sieppauskuoppalevyn kuoppien reunoja tai laikyttdmésta reagenssia
pipetin karkiin, sillé se voisi johtaa ndytteiden ristikontaminaation (katso Kuva 2, sivu Errorl

Bookmark not defined.).

1. Sekoita DR2 perusteellisesti ja siirrd tarvittava maara (tfarpeen mukaan, katso Taulukko 1,
sivu Error! Bookmark not defined., tai Taulukko 4, sivu Errorl Bookmark not defined.)
puhtaaseen, kertakdyttdiseen reagenssisailioon.

2. Pipetoi varovasti 75 pl DR2:ta kuhunkin sieppauskuoppalevyn kuoppaan aiemmin kuvattua
kaanteista pipetointitekniikkaa kayttden (katso “Hybridin osoittaminen”, sivu 53).
Varmista, ettd kaikki sieppauskuoppalevyn kuopat on taytetty tarkasti tarkkailemalla
keltaisen varin voimakkuutta. Keltaisen vérin pitdisi olla yhtd voimakasta kaikissa
sieppauskuoppalevyn kuopissa.

3.  Sulje sieppauskuoppalevy kuoppalevyn kannella ja inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 15
minuuttia (inkubaatioaika enintdén 30 minuuttia).

Térkedd: Suojaa suoralta auringonvalolta.

4. Jatka testausta kohdasta “Sieppauskuoppalevyn mittaus ja tulosten laatiminen”, sivu 57.
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Sieppauskuoppalevyn mittaus ja tulosten laatiminen

1. Mittaa sieppauskuoppalevy DMLaitteella.

Katso kyseisen ohjelmiston kéyttdoppaasta tarkemmat tiedot sieppauskuoppalevyn
mittaamisesta ja testitulosraporttien laatimisesta. Koetiedot voidaan syéttaa digene-

analyysimé&aritysohjelmistoon.

2. Jos kokeessa ei kaytetty tayta sieppauskuoppalevyd, poista kaytetyt sieppauskuoppalevyn
kuopat kuoppalevykehyksestd, huuhtele kuoppalevykehys huolellisesti tislatulla tai

deionisoidulla vedelld, kuivaa ja laita s@ildén seuraavaa koetta varten.
3. Havita kaikki reagenssialikvootit ja valmistetut reagenssit ellei muuta ole maaritetty.

Laimenna jdljelle jaanyt DNR pullossa ennen sen havittdmistd maakohtaisten ja paikallisten

laboratoriokdytantdjen mukaisesti.
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Tulosten tulkinta

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

STM-naytteiden koetulokset

STM-néytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on >1,0, pidetacn “positiivisina” (“positive”) yhdelle tai
useammalle testatulle HPV-yypille 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68.

STM-néytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on <1,0, pidetddn “negatiivisina” (“negative”) tai “ei
HPV-DNA:ta detekoitu” (“no HPV DNA detected”) 13 testatulle HPV-tyypille. Korkean riskin HPV:n

DNA:-sekvenssit joko puuttuvat tai HPV:n DNA:n m&ard jGé analyysin detekointirajan alapuolella.
SurePath-naytteiden koetulokset

SurePath-nytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on 21,0, pidetddn “positiivisina” (“positive”) yhdelle
tai useammalle testatulle HPV-yypille 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68.

SurePath-naytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on <1,0, pidetddn “negatiivisina” (“negative”) tai “ei
HPV-DNA:ta detekoitu” (“no HPV DNA detected”) 13 testatulle HPV-tyypille. HPV:n DNA-

sekvenssit joko puuttuvat tai HPV:n DNA:n m&ard jaa analyysin detekointirajan alapuolelle.
PreservCyt-naytteiden koetulokset

PreservCyt-ndytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on 21,0, pidetddn “positiivisina” (“positive”)
yhdelle tai useammalle testatulle HPV-tyypille 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja
68.

PreservCytnaytteitd, joiden RLU/CO:n suhde on <1,0, pidetddn “negdtiivisina” (“negative”) tai
“ei HPV-DNA:ta detekoitu” (“no HPV DNA detected”) 13 testatulle HPV-tyypille. HPV:n DNA-

sekvenssit joko puuttuvat tai HPV:n DNA:n m&ard jad analyysin detekointirajan alapuolelle.

QIAGEN suosittelee testaamaan uudelleen PreservCytnaytteet, joiden RLU/CO-arvo on >1,0 ja

<2,5, seuraavalla tavalla:

® Jos ensimmdisessd uudelleentestissé RLU/CO on 21,0, raportoi ndyte “positiiviseksi”

("positive”). Lisatestaus ei ole tarpeen.
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® Jos ensimmaisessa uudelleentestissa RLU/CO on <1,0, toinen uudelleentestaus (kolmas tulos)
on tarpeen. Toinen tulos on lopullinen tulos (<1,0 on negatiivinen, >1,0 on positiivinen), joka

raporfoidaan.
RLU/CO-arvo on ldhes 1,0

Jos naytteen RLU/CO-arvo on lghes, mutta alle 1,0, ja epdillaén korkean riskin HPV-infektiota, on

harkittava vaihtoehtoisia testausmenetelmia ja/tai uutta naytetta.
Muut HPV-tyypit

Koska téllé analyysillé detekoidaan ainoastaan korkean riskin HPV-tyypit 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68, muista, eftd naytteissd voi olla muita pienen riskin HPV-
tyyppejd. Kayta sukupuoliteitse levigvan pienen riskin HPV:n esiintymisen testaukseen digene HC2
HPV DNA -koetta, joka detekoi pienen riskin ja korkean riskin HPV DNA -tyypit..

Analyysin kalibroinnin verifiointi

Analyysin kalibroinnin verifioinnilla varmistetaan, ettd reagenssit, kalibraattorit ja laatukontrollit
toimivat moitteettomasti ja mahdollistavat analyysin raja-arvon tarkan maarityksen. digene HC2
High-Risk HPV DNA -kokeessa analyysin kalibrointi on tehtéva jokaisessa kokeessa; sen vuoksi on
jokainen koe on verifioitava. Tatd verifiointimenettelyd ei ole tarkoitettu korvaamaan siséisic
laaduntarkkailutestejd. Analyysin kalibroinnin ja laatukontrollien vahvistuksen hyvaksyttavéat

vaihteluvalit on madritetty ainoastaan QIAGENin hyvaksymille DML-laitteille.

digene-analyysimdaadritysohjelmisto  suorittaa  analyysin  kalibroinnin ~ automaattisesti, ja se
tulostetaan tietoanalyysiraporttiin. digene kvalitatiivisen ohjelmiston versiota 1.03 tai aiempaa
versiota kdytettdessd analyysin kalibroinnin verifiointi on suoritettava manuadlisesti ennen kuin

potilasndytteiden tulokset saa raportoida. Kysy lisatietoja QIAGEN:n teknisestd palvelupisteestd.

Kokeen on vastattava méaaritettyja analyysin kalibrointikriteereja. Jos jokin seuraavista kriteereista

on epdkelpo, ohjelmisto ei tulkitse naytetuloksia.
Negatiivinen kalibraattori

Negatiivinen kalibraattori (NC) tulee testata kussakin analyysissé kolme rinnakkain. Jotta voidaan
edetd, negatiivisen kalibraattorin  keskiarvon pitdd olla 210 ja <250 RLU. Negatiivisen

kalibraattorin tulosten osoittaman variaatiokertoimen (CV) pitdisi olla <25 %. Jos CV on >25 %,
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ohjelmisto poistaa keskiarvosta kauimpana olevan RLU-arvon poikkeavana tuloksena ja laskee

keskiarvon ja CV:n uudelleen jdljelle jaaneistd arvoista.

Jos CV on edelleen >25 %, analyysin kalibroinnin verifiointi on virheellinen ja analyysi on tehtava
vudestaan kaikkien potilasndytteiden osalta. Nain ollen potilasnéytteiden tuloksia ei tule

raporfoida.
Positiivinen kalibraattori

HRC tulee testata kussakin analyysissé kolme rinnakkain. HRC:n CV:n pitdisi olla <15 %. Jos CV
on >15%, ohjelmisto poistaa keskiarvosta kavimpana olevan RLU-arvon poikkeavana tuloksena ja

laskee keskiarvon ja CV:n uudelleen jéljelle jGaneista arvoista.

Jos CV on edelleen >15%, analyysin kalibroinnin verifiointi on virheellinen ja analyysi on tehtéva
vudestaan kaikkien potilasnéytteiden osalta. Nain ollen potilasnéytteiden tuloksia ei tule

raportoida.
Positiivisen kalibraattorin keskiarvo / negatiivisen kalibraattorin keskiarvo

Ohjelmisto kéyttaa HRCX:aa ja NCX:aa HRCX/NCX:n laskemiseen. Kelvollisen HRCX/NCX.
:n méadritelmd on 2,0 < HRCX/NCX < 15.

Jos HRCX/NCX on <2,0 tai >15, analyysin kalibroinnin verifiointi on virheellinen ja analyysi on
tehtava uvudestaan kaikkien potilasnaytteiden osalta. Nain ollen potilasnaytteiden tuloksia ei tule

raportoida.
Raja-arvon (cutoff, CO) laskenta

digene-analyysimé&adritysohjelma laskee ja raportoi RLU/CO-arvon sekd positiiviset/negatiiviset
tulokset kaikille naytteille. Positiivisten ndytteiden madrittelyn raja-arvona kaytetaan HRCX :ta.
digene-analyysimé&dritysohjelma  kayttaa ndytteen RLU-arvoja ilmaistakseen tulokset néytteen
RLU/CO-arvona.

RCS-idrjestelman laitesovelluksessa  RCS  HPV  -ohjelmistoprotokolla  soveltaa  Calibration
Adjustment Factor (CAF) -korjauskerrointa 0,8 validiin HRCX:aan. CAF-korjauskerroin on
valtamatdn, jotta analyysin suoritusarvot vastaisivat manuaalisen koemenettelyn suoritusarvoja.
Téma muutos koskee vain niitd analyysejd, jotka tehdadn RCS:n laitesovelluksella. Siksi tarkkojen
koetulosten saamiseksi on ratkaisevan tarkecd, ettd kuhunkin tiettyyn koemenetelmaan valitaan

oikea ohjelmistoprotokolla.
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Laaduntarkkailu

Laaduntarkkailunéytteet toimitetaan digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen mukana, ja niitd on
kaytettava sisdiseen laaduntarkkailuun. Toimitetut laatukontrollit ovat kloonattuja HPV DNA -
kohteita, ja niitd ei ole johdettu villin tyypin HPV:std. Kyseessé on samantyyppinen materiaali,
jota kaytetaan toimitetuille kalibraattoreille. Muita laatukontrolleja voidaan testata maakohtaisten
tai paikallisten sadddsten tai  valtuuttavien jdrjestdjen madrdysten mukaisesti.  Toimitetut

laatukontrollit eivat ole sopivia PreservCytliuoksen tai SurePath-sdilytysnesteen kasittelyyn.

Katso  kyseisen  digene-analyysimadritysohjelmiston  kayttdoppaasta  laatukontrollien
erdnumeroiden ja viimeisten kayttdpdivamadrien sydttdohjeet. Jotta analyysi on hyvdksyttava,
jokaisen laatukontrollin RLU/CO-arvon on oltava alla olevassa taulukossa 10 madritettyjen

kriteerien mukainen.

Jos jokin laatukontrolleista ei ole kyseiselld vaihteluvdlilla, analyysin kalibroinnin verifiointi on
virheellinen jo analyysi on tehtavé uudestaan kaikkien potilasnaytteiden osalta. Néin ollen

potilasnéytteiden tuloksia ei tule raportoida.

Taulukko 10. Laatukontrollin analyysin hyvaksyttévyyskriteerit

Laatukontrolli Minimi (RLU/CO) Maksimi (RLU/CO) CV (%)
QCI1-R 0.001 0.999 <25
QC2-HR 2 8 <25
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Limitations

digene HC2 HighRisk HPV DNA -koetta ei suositella kaytettavaksi ihmisen
papilloomavirustyyppien 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68

testaamiseen epdillyn seksuaalisen hyvdksikdytén evaluoinnissa.

HPV-infektion prevalenssi populaatiossa voi vaikuttaa suoritukseen. Positiiviset ennustearvot
alenevat kun testataan populaatioita, joissa prevalenssi on vahainen, tai yksilita, joilla ei ole
infektioriskid.

Negatiivinen tulos ei sulje pois HPV-infektion mahdollisuutta, silld hyvin véhéainen infektio tai

ndytteenotossa tapahtunut virhe voi aiheuttaa vadran negatiivisen tuloksen. Tamé koe ei
mydskadn detekoi matalan riskin HPV-tyyppien (6, 11, 42, 43 ja 44) DNA:a.

HPV-infektio ei ole varma indikaattori merkittavésta kohdunkaulan sairaudesta eikda se kaikissa

tapauksissa viittaa siihen, ettd merkittéva kohdunkaulan sairaus tai sydpd kehittyy.

Pieni maara ristiin hybridisaatiota on olemassa HPV-tyyppien 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 66,
MM4, MM7, MM8 ja MM?9 ja pienen riskin HPV-koettimen vdlilla. Potilaita, joilla ilmenee
runsaasti naitéd HPV-tyyppeijd, voidaan virheellisesti lahettéd kolsposkopiaan (15, 35).

digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen tarkoitus on osoittaa korkean riskin HPV-tyypit,
mukaan lukien 39, 58, 59 ja 68. QIAGENIn suorittamat analyyttiset tutkimukset, joissa
kéytettiin kloonattua HPV:n plasmidi-DNA:ta, osoittivat, ettd koe detekoi ao. tyypit 0,62-1,39
pg/ml:n pitoisuuksista. Tama tulos vastaa tdysin digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen
detekointiominaisuuksia muiden HPV-tyyppien kohdalla. QIAGEN on kyennyt validoimaan
ndiden HPV-tyyppien detekoinnin vain véhdisessd médrdssa kliinisia ndytteitd. Koska ndiden
tyyppien vallitsevuus yleisvéestdssd on alhainen (28), digene HC2 High-Risk HPY DNA -
kokeen suoritusarvoja HPV-tyyppien 39, 58, 59 ja 68 detekoinnissa ei ole tilastollisesti

vahvistettu.

Jos testaukseen tarkoitetun STM-ndytteen ottamispaikassa on runsaasti voidemaista
sieniladkettd, ehkaisygeelia tai emdtinhuuhteluainetta, vaéran negatiivisen tuloksen
mahdollisuus on olemassa, mikali naytteiden HPY DNA -pitoisuuksien RLU/CO-arvot
|ahentelevat analyysin raja-arvoa.

Jos QlAsymphony DSP HPV Media -kitillé suoritettavaan testaukseen tarkoitetun PreservCyt-
kohdunkaulangytteen oftamispaikassa on runsaasti voidemaista sienilddkettd, emattimen
liukastusgeelia tai verta, vaaran negatiivisen tuloksen mahdollisuus on olemassa, mikali
naytteiden HPV DNA -pitoisuuksien RLU/CO-arvot Iahentelevat analyysin raja-arvoa.

Jos QlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla valmisteltavan PreservCyt-kohdunkaulangytteen

ottamispaikassa on ehkaisygeelid, seurauksena saattaa olla véara negatiivinen koetulos.
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® Jos QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla valmisteltavan SurePath-kohdunkaulanéytteen
ottamispaikassa on ehkaisyvaahtoa, voidemaista sienilaaketta tai voidemaista

tulehdusladkettda, seurauksena saattaa olla vaara negatiivinen koetulos.

e Ristireagointi High-Risk HPV -koettimen ja plasmidin pBR322 vdlillad on mahdollista. pBR322:n
homologisten sekvenssien olemassaolo on todettu ihmisen sukupuolielimista otetuissa
naytteissa, ja vaaria positiivisia tuloksia voi ilmetd tilanteissa, joissa mukana on suuria maaria

bakteeriperdista plasmidiainesta.

e Automaattisessa testauksessa RCS-jdrjestelmd@ssé on hybridisaatiolevyn visuaalisella
seurannalla varmistettava asianmukainen néytteen siirto sekd tarvittaessa korjattava

puutteellinen naytteen siirto, silld muuten seurauksena voi olla vaara negatiivinen tulos.
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Suorituksen ominaispiirteet

Kliiniset suoritusominaisuudet seulottaessa potilaita, joilla Papa-koetulos
on normaali, riskin arvioinnin apuvdlineend potilashallinnassa

Seuraavassa kuvataan tulokset 8 riippumattomasta kliinisestd tutkimuksesta, jotka suoritettiin
tunnetuissa ladketieteellisissd, akateemisissa ja julkisissa laitoksissa Yhdysvalloissa ja muissa
maissa. Tutkimuksissa k&ytettiin niissd maissa vakiintuneita Papa-koemenetelmid, joissa tutkimus
suoritettiin. Kaikissa muissa paitsi kahdessa tutkimuksessa Papa-koetulosten tulkintaan kdytettiin
Bethesda-jarjestelmad. Euroopan yhteisdssd kaytdssa oleva kohdunkaulan sydvén seulonnan
terminologia 18ytyy julkaisusta “European Guidelines for Quality Assurance in Cervical Cancer
Screening” (36). Lisaksi merkittava kohdunkaulan sairaus diagnosoitiin kolposkopiassa otetun
koepalan avulla jokaisessa tutkimuksessa. Naissa tutkimuksissa arvioitiin digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeen kliinisté hydtyd verrattuna Papa-kokeeseen vanhemmilla naisilla (yleensa yli
30-vuotiailla). Kaikissa muissa paitsi yhdessa tutkimuksessa suoritettiin prospektiivinen HPV-koe
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella.

Tutkimukset olivat poikkileikkauksellisia yleisen populaation seulontatutkimuksia, joissa kaytettiin
digene HC2 High-Risk HPY DNA -koetta, ellei muuta mainita seuraavassa. Kaksi tutkimusta
suoritettiin Yhdysvalloissa, kaksi Euroopassa, kaksi Latinalaisessa Amerikassa, yksi Afrikassa ja

yksi Aasiassa.

Kuudessa poikkileikkaustutkimuksessa havaitusta digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen
suorituskyvystd on tehty yhteenveto (katso alla taulukot 11 ja 12) 30-vuoticilla ja vanhemmilla
naisilla, joilla on diagnosoitu histologisesti vahvistettu merkittdva kohdunkaulan neoplasia, joka

on madritetty kohdunkaulan epiteelin neoplasiaksi (CIN) 3 tai pahemmaksi
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Taulukko 11. Suorituskyvyn arviointi — herkkyys ja tarkkuus

Herkkyys (%) Tarkkuus (%)
(n/N) (n/N)
95 % luottamusviili (Cl) 95 % Cl
Vain . HPV + Vain Papa- .
Tutkimuspopulaatio n Papa-koe Vain HPV Papa koe Vain HPV HPV + Papa
7592 51.6 96.3 100.0 98.5 96.2 95.1
Linsi-Eurooppa 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
Vet fre (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
Latin. Amerikka 2* (53/68)  (61/68)  (64/68)  (5745/6108) (5742/6108) (5490/6108)
66.2-87.1 79.9-958 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
Afrikka (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
Aasia (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 ©5.5
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 -kokeen tiedot kaytettavissé olevista tapauksista, muuten kaytetty HCS-
tietoja; yhdistetyt tiedot.
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Taulukko 12. Suorituskyvyn arviointi — positiivinen ja negatiivinen ennustearvo

Positiivinen ennustearvo (%) Negatiivinen ennustearvo (%)
Esiintyminen
(%) (n/N) (n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
n Vain
95% Cl Papa- Vain HPV +  Vain Papa- HPV +
Tutkimuspopulaatio koe HPV Papa koe Vain HPV Papa
7592 0.36 1.1 8.23 6.77 99.83 99.99 100.0
Lénsi-Eurooppa 1 (27/7592)  (14/126) (26/316) (27/399) [7453/7466) (7275/7276) (7193/7193)
0.23-0.52 6.2-179 55-11.8 4597 99.7-99.9 99.9-100.0 99.9-100.0
6115 1.26 37.2 16.5 15.8 99.47 99.93 99.96
Latin. Amerikka 1 (77/6115) (45/121)  (73/442) (75/476) (5962/5994) (5669/5673) (5637/5639)
0.99-1.57 28.6- 13.2- 12.6- 99.3-99.6 99.8-100.0 99.9-100.0
46.4 20.3 19.4
6176 1.10 12.7 14.3 9.4 99.74 99.88 99.93
Latin. Amerikka 2* (68/6176)  (53/416) (61/427) (64/682) (5745/5760) (5742/5749) (5490/5494)
0.86-1.39 9.7-16.3 11.1- 7.3-11.8 99.6-99.9 99.8-100.0 99.8-100.0
18.0
2925 3.66 19.1 14.5 12.9 99.31 99.51 99.63
Afrikka (107/2925)  190/472)  (96/661) (99/765) (2436/2453) (2253/2264) (2152/2160)
BO1=440 15.6- 1.9 106~  989-996  99.1-998  99.3-99.8
22.9 17.4 15.5
1936 2.17 8.37 11.5 6.47 99.93 100.0 100.0
Aasia (42/1936)  (41/490)  (42/364) (42/649) (1445/1446) (1572/1572) (1287/1287)
1.57-2.92 6.1-11.2  8.4-15.3 4.7-8.7 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-Risk HPV DNA -kokeen tiedot kéytettavissa olevista tapauksista, muuten kéytetty HCS-
tietoja; yhdistetyt tiedot.

Kaikissa tutkimuksissa digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeen herkkyyden on todettu
yhtendisesti ja usein hyvin merkittévésti olevan herkempi kuin pelkén Papa-kokeen. Herkkyyden
osalta HPV:n negatiivinen ennustearvo ylittaad Papa-kokeen vastaavan arvon kaikissa tapauksissa
ja lahentelee 100 %:a. Tama negatiivinen ennustearvo osoittaa, eftd merkittava kohdunkaulan
sairaus tai syopd voidaan suurella todenndksisyydella sulkea pois naisilla, joilla on normaali

sytologia ilman HPV-infektiota.

Vaikka digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen tarkkuus on pienempi kuin pelkén Papa-kokeen,
todenndkdisyyssuhteen analyysi on osoittanut, ettd havaitun tarkkuuden vdheneminen ei ole
tarpeeksi merkittdvd, jotta se vaikuttaisi kokeen kaytén kliiniseen hydtyyn niiden naisten
tunnistamiseksi, joilla ei ole kohdunkaulan sairauden kehittymisriski tai joilla tama riski on pieni.
Tasta huolimatta on tarkedd, ettd padtds potilaan lahettamisestd kolposkopiaan perustuu kaikkiin

kliinisiin ja riskej@ koskeviin tietoihin sekd ladkarin kéytettdvissa oleviin potilaan esitietoihin.
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Tarkeitd muuttujia ovat mm. aiempi HPV-infektio ja/tai poikkeva Papa-koetulos, ika
ensimmaisessd yhdynndassa, sukupuolikumppanien lukumaara seka ajankohtaiset sukupuolitaudit
(37, 38).

Vaikka merkittévan sairauden esiintyminen ei poikkea huomattavasti tutkimuksissa, joita kaytettiin
suorituskyvyn mdadrittdmiseen, HPV-infektion esiintyminen tutkimuspopulaatiossa voi vaikuttaa
suorituskykyyn ja vaihtelee yleensd potilaspopulaation keskuudessa. Lisgksi  HPV-infektion
esiintyvyyden on osoitettu véhenevan huomattavasti ian mydta (17, 24-29, 38-40). Positiiviset
ennustearvot laskevat festattaessa  tutkimuspopulaatioita, joissa esiintyminen on vahdistd tai

henkilsilla on pieni infektioriski.

Suoritetussa pitkittdisanalyysissa kaytettiin tuloksia kahdesta tutkimuksesta, joista yksi suoritettiin
Yhdysvalloissa National Cancer Institute  (NCI) -instituutissa  (Yhdysvaltojen  sydpdinstituutti)
Portlandissa, Oregonissa, ja toinen Ranskassa Laboratoire Pol Bouin C.H.U. de Reims -
laboratoriossa  (Reimsin  yliopistollisen  keskussairaalan Pol Bouin -laboratorio). Naiden
pitkittdisanalyysien tarkoituksena oli osoittaa, ettd potilailla, joiden Papa-kokeen/HPV-kokeen
tulokset olivat negatiiviset, on pienempi kohdunkaulan sairauden riski verrattuna perinteiselld
tavalla maaritettyihin matalan riskin naisiin, joiden HPV-ilaa ei tiedetd, ja verrattuna potilaisiin,

joiden Papa-kokeen tulos on negatiivinen ja HPV-kokeen tulos positiivinen (katso alla taulukot 13
ja 14).
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Taulukko 13. Pitkittaisanalyysi — merkittévan sairauden suhteellinen riski

normaalit
Papa-kokeet!

Matalan Méadrd (100
riskin Tapaukset  pofilasvuotta  Suht. riski
Tutkimusryhmd  Tka luokitus n CIN 3+ kohden) 95 % Cl
Papa 12,054 28 0.043 0.897
normaali, HPV (0.596-1.348)
negatiivinen
30 jayli
Perdkkaiset 9429 19 0.048 1.000
normaalit
Papa-kokeet*
NCI
Papa 17,594 48 0.056 0.678
normaali, HPV (0.514-0.894)
negatiivinen
Kaikki
Percikkdiset 13,392 44 0.082 1.000
normaalit
Papa-kokeet*
Papa 1690 3 0.084 0.849
normaali, HPV (0.307-2.35)
negatiivinen
30 jayli
Perdkkaiset 2026 4 0.099 1.000
normaalit
Papa-kokeet!
Ranska
Papa 2180 3 0.066 0.491
normaali, HPV (0.221-1.09)
negatiivinen
Kaikki
Percikkdiset 2650 7 0.136 1.000

* Kolme normaalia Papa-koetta noin 2 vuoden ajalla.

T Kaksi normaalia Papa-koetta noin 2 vuoden ajalla
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Taulukko 14. Pitkittaisanalyysi — sairausmaaré ositettuna lghtstason HPV-statuksen mukaan

Médéré (100 .
Lahtdtason Tapaukset CIN  pofilasvuotta Suht. riski
Tutkimusryhma  Iké status n 3+ kohden) 95 % Cl
Papa 1078 24 0.451 10.50
normaali, HPV (6.13-18.0)
positiivinen
30 jayli
Papa 12,054 28 0.043 1.00
normaali, HPV
negatiivinen
NCI
Papa 2561 63 0.096 10.64
normaali, HPV (7.33-15.5)
positiivinen
Kaikki
Papa 17,594 48 0.056 1.00
normaali, HPV
negatiivinen
Papa 419 14 2.346 27.3
normaali, HPV (8.41-88.3)
positiivinen
30 jayli
Papa 1696 3 0.084 1.00
normaali, HPV
negatiivinen
Ranska
Papa 619 22 2.520 37.0
normaali, HPV (11.8-116)
positiivinen
Kaikki
Papa 2180 3 0.066 1.00
normaali, HPV
negatiivinen

Lisaksi kohdunkaulan sairauden lisGantynyt riski HPV-positiivisilla naisilla  verrattuna HPV-

negatiivisiin naisiin osoittaa HPV-koetuloksen kliinisen hyddyn.

Kliininen suoritus Papa-koetuloksen ASC-US saaneiden potilaiden
seulonnassa kolposkopialdhetteen tarpeen madrittamista varten

Yhdysvalloissa suoritettiin vuonna 1996 Kaiser Foundation Research Instituten (Kaiser-sadtion
tutkimusinstituutti) jo Kaiser Permanente Medical Groupin (Kaiser Permanente -tutkimusasema)
johdolla tutkimus HPV DNA -kokeiden hyddyllisyydestd naisilla, joilla oli todettu borderline papa-
tulos (Utility of HPV DNA Testing for Triage of Women with Borderline Pap Smears). Kaiser-
klinikoilla tutkimuksissa kayviltd naisilta otettiin kohdunkaulandytteet rutiininomaista papa-koetta
sekd digene HC2 High-Risk HPY DNA -koetta varten. Initiaaliset papa-ndytteet evaluoitiin

Bethesdan luokituksen mukaan. Euroopan yhteisdssé kaytdssé oleva kohdunkaulan syévan
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seulonnan terminologia 18ytyy julkaisusta “European Guidelines for Quality Assurance in Cervical
Cancer Screening” (42). Naiset (15-vuotiaat ja sitd vanhemmat], joiden papa-tulos oli ASC-US-
tulos (merkitykseltdan madrittelemattomia  epatyypillisia  soluja), palasivat kolposkopia- ja
koepalatutkimukseen. Kolposkooppisesti ohjatut histologiset naytteet tutkittiin  patologisesti ja
tehtiin initiaalinen diagnoosi. Kunkin histologisen naytteen tarkasti myds puolueeton patologi ja
initiaalisen tarkastuksen ja puolueettoman tarkastuksen vélilla ilmenneet eridvyydet ratkaisi kolmas

patologi.

Initiaalinen ndyte tutkittiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen prototyypilld jossa oli
koettimet yhteentoista 13 HPV-yypistd (poislukien HPV-yypit 59 ja 68). Téman eron ei oleteta

vaikuttavan merkitsevasti ndiden kahden analyysin suoritusprofiileihin.

Kaytettavissa olivat korkean riskin HPV-tulokset ja histologiset diagnoosit 885 testatulta naiselta,
joiden papa-tulos oli ASC-US. Useimmat potilaat tutkittiin ottamalla naytteet seka STM:aaén etta
PreservCytliuokseen. Koska digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suorituskykyominaisuudet
ovat samanlaiset sekd STM:ssa ettd PreservCytliuoksessa, analyysin suorituskyky esitetdén vain

PreservCytliuoksen osalta.

Potilailla, joilla Papa-kokeen tulos oli ASCUS, digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen
negatiivinen ennustearvo HSIL:lle tai merkittdvammadlle sairaudelle kolkoskopiassa oli 99 % (katso

alla taulukko 15).

Taulukko 15. digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen ja yksimielisen histologian vertailu; Papa-
kokeen ASC-US-tulos; Kaiser-tutkimus, PreservCyt-ndytteet

HSIL tai suurempi kolposkopian ajankohtana

+ - Yhteensd
digene HC2 High-Risk + 66 317 383
HPV DNA -koe _ 5 497 -
Yhteensé 71 814 885

Herkkyys [TP/(TP+EN)] = 93,0 % (66/71)

95 % Cl = 84,3-97,7

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

95 % Cl = 57,7-64,4

Sairauden esiintyminen = 8,0 % (71/885)

Analyysin positiivinen ennustearvo = 17,2 % (66/383)
Analyysin negatiivinen ennustearvo = 99,0 % (497/502)

Tutkimuksessa mdadritettiin  teoreeftiset positiiviset ja negatiiviset ennustearvot perustuen eri
esiintymisiin aluksi todetulle ASC-US:lle, jonka todettiin olevan HSIL tai korkeampi perustuen
korkean riskin HPV-kokeen tuloksiin (katso alla taulukko 16).
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Taulukko 16. Teoreettinen positiivinen ja negatiivinen ennustearvo Papa-kokeen ASC-US-tuloksen
korkean riskin HPV:n testauksessa

Papa-kokeen initiaalinen ASC-US-tulos

HSIL:n teoreettinen

Analyysin negatiivinen ennustearvo

esiintyvyys Analyysin positiivinen ennustearvo
5 11.2 99.4
10 21.0 98.7
15 29.7 98.0
20 37.4 97.2
25 443 96.3
30 50.6 95.8

Tutkimuksen eri ikdryhmien vdaliset vaihtelut madritettiin (katso alla taulukko 17).

Taulukko 17. Kaiser-tutkimuksen tiedot: digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen toimivuus

verrattuna yksimielisen histologian tuloksiin (HSIL) — ikakohtaiset ominaisuudet

Ik <30 lka 30-39 lka >39
n 287 233 365
Sairauden esiintyminen (%) 12.2 11.2 2.7
Herkkyys (%) 100 88.46 80.0
(n/N) (35/35) (23/26) (8/10)
95 % Cl 90.0-100.0 69.9-97.6 44.4-97.5
Tarkkuus (%) 31.4 66.2 79.15
(n/N) (79/252) (132/207) (281/355)
95 % Cl 25.7-37.5 59.3-72.6 74.6-83.3
Negatiivinen ennustearvo (%) 100.0 97.86 99.29
(n/N) (79/79) (137/140) (281/283)
Positiivinen ennustearvo (%) 16.83 24.73 9.76
(n/N) (35/208) (23/93) (8/82)

Kliininen herkkyys ja spesifisyys korkea-asteisen sairauden riskin
madrittamiseksi naisilla, joiden papa-tuloksena on LSIL tai HSIL

Kliininen monikeskustutkimus, jossa kéaytettiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetta ja jota
varten kerdftiin aineistoa useasta USA:n lansi- ja efelGosissa sijaitsevasta sairaalasta, joissa
gynekologisten sairauksien ja HPV-tapausten prevalenssi on korkea, sekd hoitokeskusten
kolposkopiaklinikoilta (3 paikkaa). HPV-testaus suoritettiin kolmessa tutkimuspaikassa, joilla ei ole

yhteytta niihin kolposkopiaklinikoihin, joista naytteet oli hankittu. Tutkimuspopulaatio koostui
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naisista, joilla oli dskettdin otetun papa-ndytteen perusteella diagnosoitu joko LSIL tai HSIL ja jotka
oli lahetetty kolposkooppiseen jatkotoimenpiteeseen. Tutkimukseen kuuluneista 702 potilaasta
327 kohdalla papa-tulos oli korkeampi kuin ASC-US ja heitd informoitiin asiaan kuuluvasti; heistd

96:lla lopullinen status oli HSIL tai korkeampi.

Irtosolun@ytteiden oftamiseen kohdunkaulan kanavasta kaytettiin  joko digene HC2 DNA
Collection Device -ndytteenotinta, joka pantiin STM:iin, taikka luudan tyyppista valinettd, joka
huuhdottiin PreservCytliuoksessa. Naytteet otettiin kolposkopian yhteydessa. Naytteet tutkittiin
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella, ja tuloksia verrattiin kunkin potilaan kohdalla
madritettyyn taudin statukseen. Sairauden status perustui histologisen arvioinnin tuloksiin. Jos
histologia oli negatiivinen tai jos histologiset tulokset puuttuivat, sairauden status mdadritettiin

sytologisesti kolposkopiatutkimuksen yhteydessa (katso alla taulukko 18).

digene HC2 High-Risk HPV DNA -koe suoritettiin kolmessa isossa suurkaupunkialueen
hoitokeskuksessa, joilla ei ole yhteyttd kolposkopiassa kerdttyjen néytteiden ottopaikkoihin.
Sytologinen tutkimus tehtiin patologisessa referenssilaboratoriossa ja histologia suoritettiin
kolposkopian tehneissa laitoksissa. Koetuloksia verrattiin taudin statukseen arvioitaessa kokeen
herkkyyttd, ~spesifisyyttd sekd negatiivista ja positiivista ennustearvoa korkean asteen
kohdunkaulan neoplasian osoittamiseksi. Koska digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen
suorittaminen on samankaltaista sekd STM:ssd ettd PreservCytlivoksessa, analyysin suoritus
esitetddn vain PreservCytlivoksen osalta. Mitddn eroa ei havaittu korkean riskin HPV-koettimen

tuloksissa STM-naytteistd ja PreservCytnaytteistd.
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Taulukko 18. Potilaan sairauden statuksen algoritmi

Sytologinen tulos

Histologinen tulos

Sairauden status

Negatiivinen Negatiivinen tai ei suoritettu® Negatiivinen
LSIL Negatiivinen LSIL
HSIL Negatiivinen HSIL
Syopa Negatiivinen HSIL+
Negatiivinen LSIL LSIL
LSIL Ei suoritettu™® LSIL
LSIL LSIL LSIL
HSIL LSIL LSIL
Sydpa LSIL LSIL
Negatiivinen HSIL HSIL
LSIL HSIL HSIL
HSIL HSIL HSIL
HSIL Ei suoritettu® HSIL
Syopa HSIL HSIL
Negatiivinen Syopd HSIL+
LSIL Syépa HSIL+
HSIL Sydpa HSIL+
Sy6pd Ei suoritettu® HSIL+
Sy6pd Sy6pd HSIL+

*Biopsiaa ja/tai endoserviksen kaavintaa ei suoritettu, koska kolposkopiassa ei havaittu poikkeavuuksia tai histologinen tulos

ei ollut kéytettavissa

digene HC2 High-Risk HPV DNA -toimivuuden mddritykseen kéytettiin 327 PreservCytkndytettd,
joista 96 ofettiin naisilta, joilla oli diagnosoitu merkittava kohdunkaulan sairaus (katso alla
taulukot 19 ja 20). Vertailuissa kaytettiin kaikkia tutkimukseen osallistuneita potilaita, joilla Papa-

kokeen tulos oli poikkeava.
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Taulukko 19. Korkean riskin HPV-kokeen tulokset

Lopullinen
Lopullinen Lopullinen sairauden
sairauden sairauden status
status HSIL status LSIL negatiivinen
Korkean
riskin HPV:n + - + - + - Yhteensd
tulokset
Papa-kokeen LSiL 44 4 78 33 28 37 224
tulos HSIL 45 3 29 14 5 7 103
Yhteensd 89 7 107 47 33 44 327
Yhteensd 96 154 77 327

digene HC2 HighRisk HPV DNA -koe osoitti noin 93 %:n kokonaisherkkyyden niiden naisten
tunnistamiseen, joilla on merkittdva neoplasia, tutkimuspopulaatiosta, joka oli I&hetetty
kolposkopiaan Papa-kokeen diagnoosiin LSIL, HSIL tai muuhun vastaavaan perustuen (katso alla
taulukko  20). Koe osoitti myds lghes 95 %:n  negatiivisen ennustearvon  fdssd

tutkimuspopulaatiossa.

Taulukko 20. Korkean riskin HPV DNA -kokeen suoritusominaisuudet potilailla, joilla Papa-
kokeen tulos on LSIL tai suurempi ja lopullinen sairauden tila HSIL

Lopullinen sairauden tila

LSIL tai &
HSIL " 'I theenso
negatiivinen
Korkean riskin HPV DNA - + 89 140 229
kokeen tulos _ 7 9 98
Yhteensa 96 231 327

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

95 % Cl = 85,6-97,0

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

95 % Cl = 33,1-46,0

Sairauden esiintyminen lGhetteen LSIL:sté lopulliseen HSIL:Gén = 21,4 %
Sairauden esiintyminen |éhefteen HSIL:st& lopulliseen HSIL:Gén = 46,6 %
Yleinen positiivinen ennustearvo = 38,9 % (89/229)

Yleinen negatiivinen ennustearvo = 92,8 % (91/98)

Vaikka digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeen tarkkuus vaikutti olevan melko matala,
neoplasian poissulkemisen ja negatiivisen HPV-uloksen vélillé ei odoteta olevan ftiivistd
korrelaatiota. HPV-DNA:ta voi esiintyd naisilla, joilla sairaus ei ole edennyt merkittavaksi. Kun

naytteille, joiden digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetulos oli positiivinen ja joiden vastaava
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sairauden status oli pienempi kuin lieva neoplasia, suoritettiin HPV:n polymeraasiketjureaktiotesti

(tutkimuksessa kaytetdan ainoastaan analyysid), lahes 75 % naytteista oli positiivisia.

Tutkimuksessa mddaritettiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen teoreettiset positiiviset ja
negatiiviset ennustearvot Papakokeen aluksi todetulle LSIL-  tai  HSlltulokselle, jonka

kolposkopiassa todettiin olevan HSIL tai vakavampi sairaus (katso alla taulukko 21).

Taulukko 21. digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen teoreettinen positiivinen ja negatiivinen
ennustearvo Papa-kokeessa aluksi todetulle LSIL- tai HSIL-tulokselle

Papa-kokeessa aluksi todettu LSIL tai HSIL

HSIL:n teoreettinen

esiintyvyys Andlyysin positiivinen ennustearvo Analyysin negatiivinen ennustearvo
5 7.4 99.0
10 14.5 97.9
15 21.2 96.8
20 27.6 95.5
25 33.7 94.1
30 39.6 92.6
35 45.1 90.9
40 50.4 89.0
45 55.5 86.8
50 60.4 84.3

Ematinndytteiden ja potilaiden itse ottamien néytteiden toimivuus

Tutkimuksissa on tutkittu digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen suorituskykyd itse kerdttyjen
vaginandytteiden madrittamisessd. Naihin tutkimuksiin osallistui yli 141 000 naista, jodien iké oli
16-54. Tutkimuskohortteihin  kuului  kiinalaisia (41, 42), meksikolaisia (43, 44) ja
isobritannialaisia (45) naisia. Tutkimusasetelmat vaihtelivat hieman, mutta yleensd positiivisen
tuloksen saaneille naisille tarjottiin  jatkotutkimusta  kolposkopialla, ja tulokset ilmoitettiin

vertailtavaan menetelm@én verrattavan herkkyyden ja spesifisyyden suhteen.

Kahdessa tutkimuksessa, joiden tietojen perusteella voitiin verrata itse kerdttyja ja ladkarin
keraamia naytteita, tulokset viittaavat korkeaan CIN2+-herkkyteen kummankin menetelman
tapauksessa (42, 45): 81-85 % itse kerdttyjen naytteiden ja 96-100 % ladkéarin keraamien
ndytteiden osalta.  Spesifisyystulokset olivat vastaavia CIN2+:n  suhteen  kummassakin
menetelmdssa (42, 45): 81-82 % itse kerdttyjen ja 83-85 % ladkarin kerGémien néytteiden

osalta. Muissa tutkimuksissa, joista oli saatavissa vain itse kerdttyjen naytteiden suorituskykyd
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koskevia tietoja, digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen herkkyys CIN2+:n suhteen oli
3,4 kertaa suurempi kuin sytologisella madritykselld (43) ja sen herkkyys oli 98 % ennen

vahvistusharhan korjaamista (44).
Analyyttinen herkkyys

Eikliininen, kloonattua HPV-plasmidi-DNA:ta siséltéva paneeli testattiin sen mdarittdmiseksi,
voidaanko kaikki 13 HPV-tyyppid osoittaa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella sekd
voidaanko kokeen analyyttinen herkkyys maarittaa kullekin HPV-tyypille. Kunkin 13 HPV:n DNA-
tyypin (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68) kaikki HPV-kohdepitoisuudet
(100 pg/ml, 10 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 0,5 pg/ml ja 0,2 pg/ml) aqjettiin kolme
rinnakkain. Signaalin keskiarvo (relatiivisina valoyksikkéina, RLU) laskettiin kunkin HPV-tyypin

kaikille pitoisuuksille ja verrattiin korkean riskin positiiviseen kalibraattoriin.

Kunkin HPV-tyypin detekointiraja STM:ssé mddritettiin (katso alla taulukko 22). Detekointirajat
vaihtelivat 0,62 pg/ml:n ja 1,39 pg/ml:n valilla testattavasta HPV-tyypistd riippuen. Kaikkien 13
HPV-DNA-yypin keskim&drdinen detekointiraja oli 1,08 pg/ml ja standardipoikkeama 0,05
pg/ml.

Taulukko 22. Yhteenveto kunkin HPV-DNA-tyypin herkkyysrajoista STM-laitteessa

Detekoitava HPV-DNA- Vakio-
HPV-DNA-tyyppi pitoisuus (pg/ml) poikkeama 95 % Cl
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
Keskiarvo (kaikki tyypit) 1.08 0.05 0.95-1.25
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Naytteiden valinen ekvivalenssi
STM- ja PreservCyt-naytteiden olevien naytteiden valinen ekvivalenssi

STM- ja PreservCytnaytteiden valista ekvivalenssia tutkittiin niiden kyvylla l6ytada HPY 18 DNA.
STM:&an ja PreservCytin negatiiviseen solupooliin lisaftiin noin 10¢ positiivisia Hela-soluja, jotka
sis@lsivat integroituja HPV 18:n genomeja. Kukin ndytetyyppi prosessoitiin sille tarkoitettujen,
vastaavissa kayttdohjeissa kuvattujen valmistelu-/denaturointimenetelmien mukaisesti ja testattiin
digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella. Tulokset osoittivat, ettc kyky 16ytaa HPV 18 DNA:ta
ihmisen sydpdsoluista oli samanarvoinen néissa kahdessa alustassa ja eftd PreservCyt-néytteen
valmistusmenetelmé e vaikuta digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeen analyyttiseen
herkkyyteen.

PreservCyt-ndytteiden manuaalisen valmistelun ja QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla
suoritetun PreservCyt-naytteiden valmistelun vélinen ekvivalenssi

Tutkimuksissa kaytettiin PreservCyt-ndytteitd, jotka otettiin normaalin sytologian omaavien naisten
alatutkimuspopulaatiosta (n=1276) seka ASC-US-sytologian tai ASC-US:46 suuremman sytologian
omaavien naisten alatutkimuspopulaatiosta (n=402). Jokainen néyte valmisteltin manuaalisesti ja
QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla, minka jalkeen ndytteet testattiin automaattisesti RCS-
jarjestelmassa digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella (katso alla oleva taulukko 23).

Taulukko 23. PreservCyt-ndytteiden yhtépitévyys manuaalisen valmistelun ja QlAsymphony DSP
HPV Media -kitillé suoritetun valmistelun valillé (n=1678)

Positiivinen yhtapitévyys (%) Negatiivinen yhtépitdvyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
Voimakkaan positiivinen Voimakkaan negatiivinen

alve alve
Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (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

QlAsymphony DSP HPV Media «itilld valmisteltujen PreservCytnéytteiden  suhteellinen
analyysiherkkyys ja -tarkkuus korreloi voimakkaasti manuaalisen valmistelumenetelman jélkeen
saatujen tulosten kanssa. Tastd osoituksena on 95 %:n luottamusvdlin alaraja sekd positiivisessa

eftd negatiivisessa yhtapitdvyydessa.
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PreservCyt-ndytteiden manuaalisen valmistelun ja PreservCytnaytteiden QIAsymphony
DSP AXpH DNA -kitilla suoritetun valmistelun vélinen ekvivalenssi

Tutkimuksissa kaytettiin PreservCyt-ndytteitd, jotka ofeftiin 30-vuotiaiden ja sitd vanhempien,
normaalin sytologian omaavien naisten alatutkimuspopulaatiosta (n=1901) ja ASC-US-sytologian
omaavien naisten alatutkimuspopulaatiosta (n=398). Jokainen néyte valmisteltin manuaalisesti ja
QlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla, mink& jdlkeen ndytteet testattiin automaattisesti RCS-
jarjestelméssa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella (katso alla oleva taulukko 24).

Taulukko 24. PreservCyt-ndytteiden yhtépitavyys manuaalisen valmistelun ja QlAsymphony DSP
AXpH DNA -kitillé suoritetun valmistelun vélilla (n=2299

Positiivinen yhtdpitavyys (%) Negatiivinen yhtapitévyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
Voimakkaan positiivinen Voimakkaan negatiivinen

alve alve
Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (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

QlAsymphony DSP  AXpH DNA kitilléd valmisteltujen PreservCytnéytteiden  suhteellinen
analyysiherkkyys ja -tarkkuus korreloi voimakkaasti manuaalisen valmistelumenetelman jalkeen
saatujen tulosten kanssa. Tasta osoituksena on 95 %:n luottamusvdlin alaraja sekd positiivisessa

eftd negatiivisessa yhtapitavyydessa.

STM-késittelyn ja postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalisen valmistelun vélinen

yhtapitavyys

Kaksivaiheinen kliininen arviointi suoriteftiin 6 ndytteenottokeskuksessa ja 3 testauspaikassa
Yhdysvalloissa. Tutkimukseen saivat rekisterditya potilaat sukupuolitautien klinikoilla, synnytys- ja
gynekologisilla klinikoilla, kolposkopian klinikoilla sekd sairaaloissa tai
perhesuunnittelukeskuksissa  ennalta  maaritettyjen  mukaanottamis-  ja  poisjatamiskriteerien
mukaisesti. Esitutkimusvaiheeseen, jonka tarkoituksena oli madrittad asianmukainen digene HC2
High-Risk HPV DNA -kokeen rajo-arvo postradienteille SurePath-solupellettingytteille, osallistui noin
400 potilasta. Kliininen validointivaihe, johon osallistui noin 1 500 potilasta ja jonka
tarkoituksena  oli  valitun rajo-arvon  validointi, aloitettiin ~ esitutkimusvaiheen  vélianalyysin
osoitettua, ettd raja-arvo 1,0 RLU/CO postgradientteja SurePath-solupellettindytteitd kaytettdessa

tuotti hyvaksyttavan yhtapitavyyden STM-naytteiden tulosten kanssa.
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Kohdunkaulan SurePath- ja STM-parindytteet otettiin jokaiselta suostumuksen antaneelta naiselta.
SurePath-ndyte |Ghetettiin sitten sytologiseen laboratorioon liuskan valmistelua varten. SurePath-
ndyte lahetettiin sen jdlkeen sytologiseen laboratorioon liuskan valmistelua varten. Sytologisen
valmistelun jalkeen jaljelle jaanyt postgradientti SurePath-solupellettingyte ja vastaava STM-ndyte
testattiin digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella kayttéen raja-arvona 1,0 RLU/CO (katso alla

oleva taulukko 25).

Taulukko 25. Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden ja STM-néytteiden tulosten
yhtdpitdvyys (kaikki idt ja sytologinen luokitus) (n=1 490)

Positiivinen yhtdpitavyys (%) Negatiivinen yhtapitévyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
Voimakkaan positiivinen Voimakkaan negatiivinen
alve alve
Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (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

Postgradienttien  SurePath-solupellettindytteiden testauksen suhteellinen analyysiherkkyys ja
tarkkuus korreloi voimakkaasti STM-néytteiden tulosten kanssa. Tasté on osoituksena 95 %:n

luottamusvélin alaraja seké& positiivisessa eftd negatiivisessa yhtapitavyydessa.

Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalisen valmistelun ja

QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla suoritetun valmistelun yhtapitavyys

Tutkimukset suoritettiin seuraavista alatutkimuspopulaatioista kerétyistd SurePath-naytteista:

® naiset, joiden sytologia on normaali (n=1189)

® naiset, joiden sytologia on ASC-US tai ASC-US:6& suurempi (n=199)

Kullekin SurePath-néytteelle suoritettiin - SurePath-ndytteen valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media «itilla jo postgradientin solupellettindytteen manuaalinen valmistelu. Kullekin valmistelluista

ndytteistd suoritettiin automaattinen testaus RCS-jdrjestelméssa digene HC2 High-Risk HPV DNA -

koetta kéyttaen (katso alla oleva taulukko 26).
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Taulukko 26. SurePath-néytieiden manuaalisen valmistelun ja QIAsymphony DSP HPV Media -
kitilla suoritetun néytteen valmistelun tulosten yhtépitévyys (n = 1 388)

Positiivinen yhtdpitévyys (%) Negatiivinen yhtépitévyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
Voimakkaan positiivinen Voimakkaan negatiivinen

alve alve
Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (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

QlAsymphony DSP  HPV Media «itilld  valmisteltujen  SurePath-ngytteiden  suhteellinen
analyysiherkkyys ja -tarkkuus korreloi voimakkaasti manuaalisen valmistelumenetelman jalkeen
saatujen tulosten kanssa. Tasta osoituksena on 95 %:n luottamusvdlin alaraja sekd positiivisessa

eftd negatiivisessa yhtapitavyydessa.

Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden manuaalisen valmistelun ja
postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla

suoritetun valmistelun yhtapitavyys

Tutkimukset suoritettiin seuraavista alatutkimuspopulaatioista kerétyistd SurePath-naytteista:

® Naiset, joiden sytologia on normaali (n = 1 200)
e Naiset, joiden sytologia on ASC-US tai ASC-US:&a suurempi (n = 183)
Jokainen postgradientti solupellettindyte valmisteltiin manuaalisesti ja QlAsymphony DSP HPV

Media «itilla, minkda jalkeen ndytteet testattiin automaattisesti RCS-jarjestelméssa digene HC2
High-Risk HPV DNA -kokeella (katso alla oleva taulukko 27).

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015

80



Taulukko 27. Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden tulosten yhtépitdvyys manuaalisen
valmistelun ja QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla suoritetun valmistelun kanssa (n = 1 383)

Positiivinen yhtapitévyys (%) Negatiivinen yhtépitévyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
Vahvasti positiivinen alue Vahvasti negatiivinen alue
Kaikki positiiviset RLU/CO > 2,5 Kaikki negatiiviset 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

QlAsymphony  DSP HPV ~ Media  «itilld  valmisteltujen  postgradienttien  SurePath-
solupellettindytteiden  suhteellinen analyysiherkkyys ja -tarkkuus korreloivat ~ voimakkaasti
manuaalisen valmistelumenetelman jalkeen saatujen tulosten kanssa. Tésta osoituksena on 95 %:n

luottamusvalin alaraja sekd positiivisessa ettd negatiivisessa yhtapitavyydessa.
Koemenetelmien vdlinen yhtépitavyys

Monikeskustutkimus  (n=2270) suoritettiin tarkoituksena arvioida RCS-jcrjestelman kliinisia
koetuloksia verrattuna manuaalisella menetelmallé saatuihin koetuloksiin. Testaus suoritettiin 3
QIAGENIn ulkopuolisessa testauspaikassa. Potilasndytteet ofettiin 5  ndytteenottopaikassa.
Tietosarja koostui 1269 PreservCytlivokseen ofetusta kohdunkaulandytteestd ja 1001 STM:Gén

ofetusta naytteesta.

Talle tutkimuspopulaatiolle laskettiin tilastolliset yhtapitavyydet RCS:lla testattujen jo manuaalisesti

testattujen tasmddvien ndytteiden vélille (katso alla taulukot 28 ja 28).
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Taulukko 28. Yhteenveto automaattisesti RCS-jarjestelmallé testattujen ja manuaalisesti testattujen
ndytteiden yhtépitévyydesta — STM-néytteet (n=1001)

Positiivinen yhtdpitévyys (%)

Negatiivinen yhtépitdvyys (%)

(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl
HPV:n Voimakkaan Voimakkaan
Sytologinen esiintyminen positiivinen alue negatiivinen alue
luokitus (%) Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (RLU/CO <0,8)
21 99.3 99.1 99.3 100.0
WNL* <30
vuotio (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 =30
worta (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
ASCUS (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
Muu (1/1) (1/1) (2/2) (2/2)
2.5-100.0 2.5-100.0 15.8-100.0 15.8-100.0
28 98.6 99.2 99.2 99.9
Kaikki STM-
ol (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 = normaalin rajoissa (within normal limits).
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Taulukko 29. Yhteenveto automaattisesti RCS-jarjestelmallé testattujen ja manuaalisesti testattujen
ndytteiden yhtépitivyydestd — PreservCyt-naytteet (n=1269)

Positiivinen yhtdpitavyys (%) Negatiivinen yhtépitavyys (%)
(n/N) (n/N)
95%Cl 95%Cl
HPV Voimakkaan Voimakkaan
Sytologinen Esiintyminen positiivinen alue negatiivinen alue
luokitus (%) Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (RLU/CO <0,8)
WNL <30 20 96.2 100.0 98.4 99.0
vuoﬂ: (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
ot (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
ASCUS (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
Muu sytologia (3/3) (3/3) (24/24) (24/24)
29.2-100.0 29.2-100.0 85.6-100.0 85.8-100.0
Kaikki 20 96.4 98.6 98.5 98.9
PreservCyt- (238/247) (211/214) (1007/1022) (990/1001)
ndytteet* 93.2-98.3 96.0-99.7 97.6-99.2 98.0-99.4

*WNL = normaalin rajoissa (within normal limits).

T Sytologiatiedot puuttuvat 4 potilaalta

Taydentavassa kliinisessa tutkimuksissa kdytettiin arkistoituja jéljelle jadneitd PreservCyt-ndytteitd,
jotka oli oftettu 30-vuotiaiden ja vanhempien, normaalin sytologian omaavien naisten
alatutkimusryhmésta (katso alla taulukko 30), jossa HPV:n esiintyvyys oli 4,8 %
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Taulukko 30. Yhteenveto automaattisesti RCS-jarjestelmallé testattujen ja manuaalisesti testattujen
ndytteiden yhtépitévyydesta — WNL 30-vuotiaat ja vanhemmat naiset (n=2077)

Positiivinen yhtdpitévyys (%) Negatiivinen yhtépitévyys (%)
(n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl

Voimakkaan positiivinen
alue (RLU/CO >2,5)

Voimakkaan negatiivinen

Kaikki positiiviset alue (RLU/CO <0,8)

Kaikki negatiiviset

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

Manuaalisen ja RCS-jcrjestelmassé suoritetun automaattisen testauksen tulosten vélilla oli 7
diskordanttia tulosta voimakkaan positiivisella alueella. Naiden 7 néytteen manuaalisen
testauksen ensitulokset olivat suositellun PreservCytnaytteiden uudelleentestauksen algoritmin
ulkopuolella.  Koska tutkimusasetelma  edellytti ~ kuitenkin ~ kaikkien néytteiden  testausta
kolminkertaisesti, uudelleentestauksen tulokset olivat kaytettavissa poikkeavuuksien ratkaisemista

varten.

Jokaisen 7 diskordantin néytteen uudelleentestauksen tiedot viittaavat siihen, ettd kaikki
diskordantit néaytteet ovat HPV DNA -negatiivisia (katso alla taulukko 31). Kummallekin
replikaatille saatuihin toistuviin negatiivisiin tuloksiin perustuen kaikki manuaalisen testauksen

alunperin positiiviset tulokset olivat todenndkdisesti vaaria positiivisia.

Taulukko 31. Diskordantit PreservCyt-ndytteet WNL 30-vuotiaille ja vanhemmille naisille (n=7)

Manuadlinen testaus Automaattinen testaus RCS-jarjestelmassé
(RLU/CO) (RLU/CO)

Néyte  Paikka Aluksi Toisto 1 Toisto 2 Aluksi Toisto 1 Toisto 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

Taman kliinisen tutkimuksen tulokset osoittavat yleisen yhtépitavyyden RCS-jarjestelmalla suoritetun

automaattisen seké manuaalisen testauksen vililla kéytettdessa joko STM- tai PreservCyt-ndytteitd.
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Toistettavuus
Manuaalisen testauksen yleinen foistettavuus

Toistettavuudesta suoritettiin monikeskustutkimus tarkoituksena maérittaa digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeen toistettavuus pdivien vélilla ja tutkimuspaikkojen vélilla seka yleinen
toistettavuus. Kokeessa kaytettin HPV-DNA -kohteiden paneelia seka HPV-positiivisia ja HPV-

negatiivisia kliinisia STM-naytteitd.

Kolme ulkoista laboratoriota suoritti kokeen samalla digene HC2 HighRisk HPY DNA -
koekittieralla 3 eri paivang kdyttden identtista toistettavuuspaneelia. Toistettavuuspaneeli sisdlsi

seuraavat ndytteet:

® 12 denaturoitua kliinistd STM-néytekokoelmaa

e 3 denaturoimatonta kliinistd PreservCytnéytekokoelmaa

e Negatiivinen kalibraattori

® Positiivinen High-Risk HPV -kalibraattori pitoisuuksina 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5
pg/ml ja 10 pg/ml.

Kaikki paneelin jasenet testattiin joka paivé kolminkertaisesti digene HC2 High-Risk HPV DNA -
kokeella. Tulokset osoittivat, ettéd digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen toistettavuus kliinisillé

naytteilld on erittdin hyva (katso alla taulukko 32).

Taulukko 32. Yleinen toistettavuus — monikeskus/toistettavuus (kaikki kokeet kaikissa
testauspaikoissal)

Tilastollinen suure Tulos
Odotetut positiiviset ja havaittu positiivinen tulos 100.0%
(95 % Cl) (99.0-100.0)
Odotetut negatiiviset ja havaittu negatiivinen tulos 99.0%

(95 % Cl) (97.49-99.73)
Yhtapitavyys 99.5%

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

Toistettavuus kliinisilla STM-naytteilla
Manuadlinen testaus.

Tutkimus  suoritettiin  tarkoituksena  selvittaa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella

testattujen kliinisten STM-ndytteiden manuaalisen testauksen toistettavuus. Kliinisista kokoelmista
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koostuva 20-j@seninen paneeli (10 positiivista ja 10 negatiivista) valmisteltin yhdistelemdlla
aiemmin festatut STM-ndytteet. Naytteet testattiin 4 replikaateissa jokaisena 5 paivana yhteensa
20 replikaatille naytettd kohti. Koe suoritettiin kayttden yhdistettyd koetinseosta, joka koostui High-
Risk HPV -koettimesta ja Low-Risk HPV -koettimesta. Kokeen toistettavuuden ei odotettaisi
poikkeavan kaytettdessd ainoastaan koetinseosta digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa.
RLU/CO-keskiarvo ja keskiarvon 95 % Cl laskettiin (katso alla taulukko 33).

Taulukko 33. STM-naytteiden toistettavuus — manuaadlinen testaus (véhenevdssé jarjestyksessé
RLU/CO-keskiarvon mukaan)

Positiivinen koetulos (%)
Ndytteen tunnus RLU/CO-keskiarvo 95 % Cl (n/N)

10 3.18 3.02-3.35 100 (20/20)
20 1.43 1.36-1.50 100 (20/20)
11 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)
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Niissa viidessd naytteessd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli véhintaan 20 % suurempi kuin rajo-arvo,
100 toistoa 100:sta (100,0 %) oli positiivisia. Niissd viidessd ndytteessd, joiden RLU/CO-
keskiarvo oli enintadn 20 % suurempi tai pienempi kuin kokeen raja-arvo, 60 toistoa 100:sta (60
%; 95 % Cl = 49,7-69,6) oli positiivisia ja 40 toista 100:sta (40 %) oli negatiivisia. Niissa
10:ss8 ndytteessd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % pienempi kuin kokeen raja-arvo, 200
toistoa 200:sta (100 %) oli negatiivisia.

Tulokset osoittavat, ettd naytteiden, jotka ovat 20 %:ssa tai kavempana raja-arvosta, voidaan
odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Raja-arvon lgheiset néytteet tuottivat lahestulkoon yhtd
suuren madrdn positiivisia ja negatiivisia tuloksia. Néma tiedot osoittavat, ettd STM-ndytteiden

manuaalinen testaus digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella tuotti toistettavat tulokset.
Automaattinen testaus RCS-jarjestelmassé.

Tutkimus ~ suoriteftiin  tarkoituksena  arvioida  kokeensisdinen,  pdivienvélinen  ja
laboratorioidenvélinen toistettavuus digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella testattujen STM-
ndytteiden automaattisessa testauksessa RCS-jcrjestelmdssd. 16-jdseninen paneeli  kootuista
kliinisista naytteistd (katso alla taulukko 34) testattiin kayttden yhtd reagenssierdd, kahdesti

paivassa 3 eri pdivand. Jokainen paneelin jasen festattiin nelinkertaisesti.
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Taulukko 34. STM-ndytteiden toistettavuus — paneelin koostumus automaattisessa testauksessa
RCS-jdrjestelméssd

Paneelin jdsen RLU/CO, noin Odotettu koetulos
N <0.4 Negatiivinen
2N 0.4-0.8 Negatiivinen
0.8-1.2 Korkea-negatiivinen / matala-
3P positiivinen
0.8-1.2 Korkea-negatiivinen / matala-
4P positiivinen
0.8-1.2 Korkea-negatiivinen / matala-
5P positiivinen
6P 1.2-2.0 Matala-positiivinen
7P 1.2-2.0 Matala-positiivinen
8P 1.2-2.0 Matala-positiivinen
9P 2.0-5.0 Matala-positiivinen
10P 5.0-10.0 Keskipositiivinen
TIN <0.4 Negatiivinen
12N <0.4 Negatiivinen
13N <0.4 Negatiivinen
14XR Pienen riskin HPV-DNA:n positiivinen kliininen  Korkea-negatiivinen / matala-
materiaali STM:n kliinisessé negatiivisessa positiivinen

kokoelmassa

15XR Pienen riskin HPV-DNA:n plasmidi STM:n Korkea-negatiivinen / matala-
kliinisessé negatiivisessa kokoelmassa positiivinen

16XR Plasmidivektorin DNA-kontrolli STM:n Korkea-negatiivinen / matala-
kliinisessé negatiivisessa kokoelmassa positiivinen

Kaksi paneelin jasentd (14XR ja 15XR) siséllytettiin arvioitaessa digene HC2 HighRisk HPV DNA
-kokeen koetinseoksen ristihybridisaation mahdollisuutta ainoastaan pienen  riskin  HPV-DNA-
tyyppeja 6, 11, 42, 43 ja 44 sisdltGvien naytteiden kanssa. Paneelin jasen 16XR koostui pGEM®
DNA:sta pitoisuudella 1,49 ng/ml, ja sitd kaytettiin paneelin jadsenen 15XR vektorikontrollina.
Taman kokeen tuloksissa ei todettu vaaria positiivisia tuloksia johtuen pienen riskin HPV-DNA-
tyyppien esiintymisestd kliinisissa ndytteissd. Nama tulokset ovat yhdenmukaiset manuaalisen

testauksen kanssa.

Toistettavuus laskettiin NCCLS E5-A:ssa* kuvatulla menetelmalla (katso alla taulukko 35). Tama
menetelmd vaatii  varianssikomponenttien  laskemista  jokaiselle  variabiliteetin  lhteelle:
laboratorio, paiva, koekerta ja virhe (mdadritetty analyysinsisdisend ja analyysinvdlisend

variaationa).
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Taulukko 35. STM-ndytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelmdéssa;

kvantitatiivinen toistettavuus

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Kokeen Kokeiden Pdivien Laboratorioiden Kokonais-CV
jdsen n  keskiarvo sisalla vililla vililla vililla Yhteensd (%)
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* 0* 0.24 13.78
8P! 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 0* 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

" Negatiiviset varianssikomponentit asetetaan yhtasuuriksi nollan kanssa.

¥ Kaksi epdkelpoa replikaattia paneelin jasenelle 8P estivét varianssikomponenttianalyysin erisuurien
ryhmakokojen vuoksi vertailussa.

§ Ei tied.: Varianssianalyysi ei ole mahdollinen, koska replikaatteja on véhemmén kuin muita paneelin

jasenia.

Kliinisten PreservCyt-naytteiden toistettavuus

Manuaalinen testaus

Toistettavuus PreservCyt-ndytteiden manuaalisessa testauksessa digene HC2 High-Risk HPV DNA -
kokeella madritettiin tutkimuksessa, jossa kaytettin 24 mallinaytettd useilla HPV DNA -
pitoisuuksilla. Naytteet koostuivat PreservCytlivoksesta ja valkosoluista, joissa oli ja ei ollut HPY

16 -plasmidia sisaltavia bakteereja.

Naytteet testattiin 4 replikaateissa jokaisena 5 pdivang, tarkoittaen yhteensa 20 replikaattia
ndytettd kohti. Jokaisena 5 tutkimuspdivénd jokaisesta ndytteestd valmisteltiin 8 ml:n nayte digene

HC2 Sample Conversion ~kitin ohjeiden mukaisesti, minkd jalkeen néyte testattiin. Keskiarvo ja 95

% Cl laskettiin (katso alla taulukko 36).
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Taulukko 36. PreservCyt-naytieiden toistettavuus — manuaalinen testaus manuadlisella naytteen
valmistelulla; kvalitatiivinen toistettavuus (véhenevdssa jdrjestyksessa RLU/CO-keskiarvon

mukaan)
Positiivinen koetulos (%)
Ndytteen tunnus RLU/CO-keskiarvo 95 % Cl (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)
23 117 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)

Niissé kuudessa néytteessd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli véhintdan 20 % suurempi kuin rajo-
arvo, 114 toistoa 120:sta (95,0%) oli positiivisia. Niissa seitsemdssd ndytteessd, joiden RLU/CO-
keskiarvo oli enintaan 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo, 88 toistoa 139:sta (63,3 %;
95 % Cl = 54,3-70,9) oli positiivisia ja 51 toistoa 139:sta (36,7 %) oli negatiivisia. Niissd
neljassa naytteessa, jotka olivat enintdan 10 % raja-arvon yl&- tai alapuolella, 41 toistoa 79:sta
(51,9 %) oli positiivisia ja 38 toistoa 79:sta (48,1 %) oli negatiivisia. Niissa 11:ssd ndytteessd,
joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % pienempi kuin kokeen rajo-arvo, 220 toistoa 220:sta (100

%) oli negatiivisia.
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Tulokset osoittavat, ettd ndytteiden, jotka ovat 20 %:ssa tai kavempana raja-arvosta, voidaan
odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Raja-arvon |Gheiset naytteet tuottivat |ahestulkoon yhta
suuren madran positiivisia ja negatiivisia tuloksia. N&amé tiedot osoittavat, ettd PreservCyt-
naytteiden manuaalinen testaus digene HC2 HighRisk HPY DNA -kokeella tuottaa toistettavat

tulokset.
Automaattinen testaus RCS-jarjestelméssé manuadlisella naytteen valmistelulla

Sisdinen tutkimus automaattisesta testauksesta RCS-jcrjestelmdssa suoritettiin kayttden kliinisia
PreservCytnaytteitd, jotka saatiin padasiassa naisilta, joiden sytologinen tulos oli ASCUS tai
ASC-US:&a suurempi (HPV:n esiintyvyys 57 %). Naytteet jaettiin 2 alikvoottiin; kumpikin alikvootti
kasiteltiin sitten erikseen digene HC2 Sample Conversion -kitilla ja festattiin kaksinkertaisesti
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella.

Muiden kvalitatiivisten IVD-kokeiden tavoin variabiliteetti kliinisten néytteiden digene HC2 High-
Risk HPV DNA -koetuloksissa liittyy padasiassa yhteen tai useampaan seuraavaan tekijaan:
ndytteenotto, naytteen valmistelu ja testaustoimenpide. Koska verratut koetulokset saatiin samasta
kliinisestd  ndytteesta,  tutkimusasetelmalla  kontrolloitiin = naytteenottamisesta  johtuvaa
variabiliteettia. Toistettavuus tuloksissa, jotka on saatu 2 erikseen valmistellusta néytealikvootista
samasta  kliinisestd ndytteesta (viitataan alla  “valmisteltujen alikvoottien valilla”) heijastaa
variaatiota, joka johtuu ndytteen valmistelemisen ja testaustoimenpiteen yhdistelméstd.
Toistettavuus ndytteissd, jotka on saatu samasta ndytealikvootista (viitataan alla “valmistellun
alikvootin sisalla”) heijastaa ainoastaan testaustoimenpiteestd johtuvaa variaatiota (katso alla
taulukko 37).
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Taulukko 37. PreservCyt-naytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelméssa
manuadlisella néytteen valmistelulla; kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen Negatiivinen Yhteensd
yhtdpitdvyys (%) yhtdpitavyys (%) yhtdpitdvyys (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
Analyysi 95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
Kaikki tiedot 99.62 94.7 97.7
(261/262) (160/169) (421/431)
. 97.9-100.0 90.1-97.5 95.8-98.9
Valmistellun
alikvootin siséllé  Voimakkaan 100.0 98.2 99.3
positiiviset ja (249/249) (160/163) (409/412)
voimakkaan
negatiiviset lueet 98.5-100.0 94.7-99.6 97.9-99.9
Kaikki tiedot 99.6 98.2 99.1
(264/265) (163/166) (427/431)
. 97.9-100.0 94.8-99.6 97.6-99.8
Valmistellun
alikvootin vililld  Voimakkaan 100.0 99.4 99.8
positiiviset ja (249/249) (161/162) (410/411)
voimakkaan
negatiivise alueet 98.5-100.0 96.6-100.0 98.7-100.0

Lisatutkimus suoritettiin tarkoituksena arvioida kvantitatiivista toistettavuutta tuloksissa, jotka saatiin
simuloitujen PreservCytnéytteiden automaattisessa testauksessa RCS-jdrjestelméssa. Tutkimukseen

osallistui kolme testauspaikkaa, mukaan lukien QIAGEN.

Jokainen testauslaboratorio  suoritti  sekd automaattisen RCS-estauksen ettd manuaalisen
testauksen digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella kahdesti p&ivassa 5 eri pdivand toimitetulla
6-jasenisella toistettavuuspaneelilla. Jokainen paneelin jGsen koostui viljellyista soluista, jotka
lisattiin PreservCyt-liuokseen tarkoituksena saada likimaarainen RLU/CO-arvo (katso alla taulukko
38).

HPV-DNA-positiiviset paneelin jasenet valmisteltiin lisaamalla eri maaria HPV-DNA-positiivisia
SiHa-soluja (laboratorion solulinjasta). Negatiiviset paneelin jasenet koostuivat HPV-negatiivisista
Jurkat-soluista (eri laboratorion solulinjasta). Jokaisen 6 paneelin jasenen lopullinen solupitoisuus

oli noin 5 x 104 solua/ml.
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Taulukko 38. PreservCyt-naytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelméssa
manuadlisella néytteen valmistelulla; kvantitatiivisen toistettavuuden paneelin jésenet

Paneelin jdsen Solutyyppi RLU/CO, noin Odotettu tulos
N Jurkat <1.0 Negatiivinen
2N Jurkat <1.0 Negatiivinen
3P SiHa ja Jurkat 5.0-8.0 Matala-positiivinen
4P SiHa ja Jurkat 5.0-8.0 Matala-positiivinen
5P SiHa 30.0-50.0 Keskipositiivinen
6P SiHa 200.0 Korkea-positiivinen

Toistettavuus laskettiin NCCLS E5-A:ssa* kuvatulla menetelmélla (katso alla taulukko 39). Tama
menetelmd@ vaatii  varianssikomponenttien laskemista  jokaiselle  variabiliteetin  I&hteelle:
laboratorio, paivd, koekerta ja virhe (mddritetty analyysinsisdisend ja analyysinvélisend
variaationa). Kaikki 6 paneelin jGsentd testattiin nelinkertaisesti jokaisella 10 koekerralla (2

koekertaa paivassa 5 testauspdivan aikana) jokaisessa 3 testauslaboratoriossa.

Taulukko 39. PreservCyt-naytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelméssa
manuadlisella néytteen valmistelulla; kvantitatiivinen toistettavuus

Vakio poikkeama
Paneelin RLU/CO- Kokeen Kokeiden Pdivien Laboratorioiden Kokonais-CV
jd@sen n keskiarvo sisdllé vililla vililla vililla Yhteensa (%)
N 120 0.20 0.04 0.01 0.01 0.08 0.089 44.4
2N 120 0.20 0.06 0.01 o* 0.08 0.10 52.2
3P 120 4.05 0.76 1.17 o* 0.26 1.42 35.1
4P 120 4.23 0.74 0.86 o* 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

"Negatiiviset varianssikomponentit asetetaan yhtasuuriksi nollan kanssa.

Tamdn ensimmdisen toistettavuustutkimuksen téydentémiseksi tiedoilla néytteistd, jotka olivat hyvin
lGhellé analyysin raja-arvoa, suoritettiin lisatarkkuustutkimus QIAGENn ulkoisessa testauspaikassa

RCS-jarjestelmalla.

Paneeli koostui 1 negatiivisesta, 2 negatiivisesta tai matala-positiivisesta sekd 2 matalo-
positiivisesta jGsenestd. Jokainen paneelin j@sen valmisteltiin lisaamalla viljeltyja Jurkat- ja SiHa-

soluja PreservCytlivokseen tarkoituksena saada RLU/CO-kohdearvot (katso alla taulukko 40).
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Tassa ulkoisessa testauspaikassa suoritettiin automaattinen testaus RCS-jarjestelmalla kayttden
yhta digene HC2 High-Risk HPV DNA -koereagenssierad jokaisella testauskerralla. Koe suoritettiin
2 kertaa pdivassa 3 eri pdivang toimitetulla simuloituja PreservCyknaytteita sisaltavalla 5-
jasenisella paneelilla. Jokainen paneelin jasen jaettiin 4 naytteeseen, ja kaikki 4 ndytettd testattiin

samalla kuoppalevyllg (katso alla taulukko 41).

Taulukko 40. PreservCyt-naytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelméssa
manuadlisella néytteen valmistelulla; kvantitatiivinen toistettavuus lahellé analyysin raja-arvoa
olevilla paneelin jdsenillé

RLU/CO-arvo,
Paneelin jdsen noin Odotettu tulos

N 0.2 Negatiivinen

0.8-1.2 Korkea-negatiivinen / matala-
2N positiivinen

0.8-1.2 Korkea-negatiivinen / matala-
3P positiivinen
4P 1.2-2.0 Matala-positiivinen
5p 1.2-2.0 Matala-positiivinen

Taulukko 41. PreservCyt-naytteiden toistettavuus — automaattinen testaus RCS-jérjestelméssa
manuadlisella néytteen valmistelulla; kvantitatiivinen toistettavuus lahellé analyysin raja-arvoa

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Kokeen Kokeiden Pdivien

jd@sen n keskiarvo sisdllé vililla vililla Yhteensa CV (%)
N 24 0.14 0.01 o* 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 0* 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

* Negatiiviset varianssikomponentit asetetaan yhtasuuriksi nollan kanssa.

Naytteen valmistelu QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla.

Sisdinen tutkimus néytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP HPV Media -kitilld suoritettiin

kliinisilla PreservCytnaytteilld, jotka saatiin naisilta, joiden sytologinen tulos oli jokin seuraavista:

e ASC-US tai suurempi kuin ASC-US

® Negatiivinen intraepiteliaalisen leesion tai maligniteetin (NILM) tulos
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Jokaisesta potilasndytteestd  ofettiin  kaksi néytettd. Jokainen ndyte valmisteltiin  erikseen
QlAsymphony DSP HPV Media «itilla, ja tulokset méadritettiin kayttden automaattista testausta
RCS-jgrjestelmdlla ja digene HC2 High-Risk HPV DNA koetta.

Muiden kvalitatiivisten [VD-kokeiden tavoin variabiliteetti kliinisten néytteiden digene HC2 High-
Risk HPY DNA -koetuloksissa liittyy p&dasiassa yhteen tai useampaan seuraavaan tekijaan:
ndytteenotto, néytteen valmistelu ja testaustoimenpide. Koska verratut koetulokset on saatu
samasta kliinisestd ndytteestd (viitataan “néytteiden valilla”), tutkimusasetelmalla kontrolloitiin
ndytteenottamisesta johtuvaa variabiliteettia. Toistettavuus tuloksissa (katso alla taulukko 42), jotka
on saatu 2 erikseen valmistellusta naytteestd samasta kliinisestd potilasndytteestd, heijastaa

variaatiota, joka johtuu néytteen valmistelemisesta ja testaustoimenpiteestd.

Taulukko 42. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitill&; néytteiden tulosten kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen yhtdpitévyys (%) Negatiivinen yhtépitévyys (%) Kokonaisyhtépitévyys (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
99.0 96.4 97.3
(95/96) (161/167) (256/263)
94.3-99.8 92.4-98.3 94.6-98.7

Lisatutkimus suoritettiin tarkoituksena arvioida toistettavuutta tuloksissa, jotka saatiin simuloiduista
PreservCyt-ndytteistd Naytteet valmisteltiin QIAsymphony DSP HPV Media kitilla, minkd jdlkeen
ne festattiin automaattisesti RCS-jarjestelmassa digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella. 8
positiivista paneelin jasentd valmisteltiin lisdamalla joko HPV DNA -positiivisia SiHo- tai Hela-
soluja HPV DNA-negatiivisiin C-33 A -soluihin PreservCytliuoksessa, ja 2 HPV DNA -negatiivista

paneelin j@sentd sisdlsi ainoastaan HPY DNA -negatiivisia C-33 A -soluja.

Kolme eri kaytdjaa testasi samana pdivand paneelin jasenet 2N, 3E, 5P, 7P ja 9P kolmella eri
QIAsymphony SP aitteella ja kolmella eri QIAsymphony DSP HPV Media ittieralla. Paneelin
jasenet 2N, 3E, 5P ja 7P testattiin 18 replikaatissa 3 eri testauskerralla. Néin jokaiselle paneelin
jasenelle saatiin 54 datapistettd. Paneelin jasen 9P testattiin 16 replikaatissa 3 eri testauskerralla.

Tuloksena saatiin 48 datapistettd.

Yksi kéyttaja suoritti digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeen paneelin jasenille 1N, 4E, 6P, 8P
ja TOP kolmena eri pd&ivéna kolmella eri QlAsymphony SP -laitteella ja yhdella QIAsymphony
DSP HPV Media -kittierdlla. Paneelin jasenet 1N, 4E, 6P ja 8P testattiin 18 replikaatissa 8 eri
testauskerralla. Nain jokaiselle paneelin jGsenelle saatiin 144 datapistettda. Paneelin jasen 10P

testattiin 16 replikaatissa 8 eri testauskerralla. Tuloksena saatiin 128 datapistettd.
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Niissa paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintéén 20 % suurempi kuin rajo-arvo,

572 tulosta 572 tuloksesta (100,0 %) oli positiivisia. Niissd paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-

keskiarvo oli enintaén 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo, 98 tulosta 198 tuloksesta
(49,5 %) oli positiivisia ja 100 tulosta 198 tuloksesta (50,5 %) oli negatiivisia. Niissé paneelin
jdsenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % raja-arvon alapuolella, 198 tulosta 198
tuloksesta (100,0 %) oli negatiivisia (katso alla taulukko 43.

Taulukko 43. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitilla; kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen koetulos

Paneelin jisen  Solutyyppi RLU/CO-keskiarvo Vakio poikkeama (%) (n/N)

N C33 A 0.37 0.05 0 (0/144)

2N C33A 0.41 0.06 0 (0/54)

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

AE SiHa ja C-33 A 1.09 0.18 66 (95/144)

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

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

7P Hela ja C-33 A 677 0.97 100 (54/54)

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

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

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

Tulokset osoittavat, ettd néytteiden, jotka ovat 20 %:ssa tai kavempana raja-arvosta, voidaan
odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Raja-arvoa l8helld olevat néytteet tuottivat suurinpiirtein
yhtd suuren madran positiivisia ja negatiivisia tuloksia. Nama tiedot osoittavat, ettd PreservCyt
ndytteiden valmistelu QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla ja sen dlkeinen testaus digene HC2
High-Risk HPV DNA -kokeella tuottaa toistettavat tulokset.

Sisaisen tutkimuksen tuloksia kaytettiin myds arvioitaessa QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla
valmisteltujen PreservCytndytteiden tulosten kvantitatiivista toistettavuutta (katso alla taulukko 44
ja taulukko 45).
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Taulukko 44. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitillg; kvantitatiivinen toistettavuus samalla kayttajéllé

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Kokeen Kokeid hdistelmi Arvioitu koll;\:lliiuoii:‘-"cv
jdsen n keskiarvo sisdlla vdlilla valillg* kokonaisvakiopoikkeama (%)

N 144 0.37 0.04 0.03 0.03 0.06 14.92
AE 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

* QlAsymphony SP -laitteiden ja eri péivien yhdistelmien vélilla.

Taulukko 45. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitilla; kvantitatiivinen toistettavuus samana paivana

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Arvioitu kocxi:ii :l_"cv
jésen n keskiarvo  Kokeensisdlla ~ Kokeiden vélilla'  kokonaisvakiopoikkeama (%)

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

—+

Testauskerta koostuu QlAsymphony DSP HPV Media -kitin, QlAsymphony SP -laitteen ja kaytt&jan
yhdistelmastd

Kvantitatiivinen toistettavuus on hyvin korkea, sillé kaikki CV-arvot ovat alle 25 %. Testauskertojen
valiset vakiopoikkeamat ovat verrattavissa vastaaviin testauskertojen sisdisiin arvoihin, mika

osoittaa tulosten olevan yhdenmukaiset kaytetysta laitteesta tai kittierasta riippumatta.

Ndéytteen valmistelu QIAsymphony DSP AXpH DNA -kitillé

Sisdinen tutkimus ndytteiden valmistelusta QlAsymphony DSP AXpH DNA kitilld suoritettiin
kliinisilla PreservCytnaytteilld, jotka saatiin naisilta, joiden sytologinen tulos oli ASC-US tai NILM.
Jokaisesta potilasndytteestd  ofettiin  kaksi ndytettd. Jokainen ndyte valmisteltiin  erikseen
QlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla , ja tulokset madritettiin kayttden automaattista testausta
RCS-jgrjestelmdlla ja digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetta.
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Muiden kvalitatiivisten [VD-kokeiden tavoin variabiliteetti kliinisten naytteiden digene HC2 High-
Risk HPV DNA -koetuloksissa liittyy p&dasiassa yhteen tai useampaan seuraavaan tekijadn:
ndytteenotto, nédytteen valmistelu ja testaustoimenpide. Koska verratut koetulokset on saatu
samasta kliinisestd naytteestd (viitataan “ndytteiden valilla”), tutkimusasetelmalla kontrolloitiin
ndytteenottamisesta johtuvaa variabiliteettia. Toistettavuus tuloksissa (katso alla taulukko 46), jotka
on saatu 2 erikseen valmistellusta ndytteestd samasta kliinisestd potilasndytteestd, heijastaa

variaatiota, joka johtuu ndytteen valmistelemisesta ja testaustoimenpiteestd.

Taulukko 46. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — néytteiden valmistelu QlAsymphony DSP AXpH
DNA -kitill&; néytteiden tulosten kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen yhtdpitévyys (%) Negatiivinen yhtépitévyys (%) Kokonaisyhtépitévyys (%)
(n/N) (n/N) (n/N)
95 % Cl 95 % Cl 95 % Cl
95.3 96.7 96.2
(101/106) (176/182) (277/288)
89.4-98.0 92.3-98.5 93.3-97.9

Lisatutkimus suoritettiin tarkoituksena arvioida toistettavuutta tuloksissa, jotka saatiin simuloiduista
PreservCyt-ndytteistd Naytteet valmisteltiin QlAsymphony DSP AXpH DNA kitilla, minka jéalkeen
ne testattiin automaattisesti RCS-jarjestelmassa digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella.

Kolme eri kayttdjaa suoritti digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen eri pdiving kayttden eri
instrumentteja ja eri reagenssierid 9 -jaseniselld paneelilla. Jokainen paneelin jdsen testattiin
kahdesti 24 eri testauskerralla. Nain jokaiselle paneelin jasenelle saatiin 48 datapistetta. 8
positiivista paneelin jasentd valmisteltiin lisdamalla joko HPV DNA -positiivisia SiHo- tai Hela-
soluja HPV DNA -negatiivisiin H9-soluihin PreservCytlivoksessa, ja HPV DNA -negatiivinen

paneelin j@sen sisdlsi ainoastaan HPV DNA -negatiivisia H9-soluja.

Niissa paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintédn 20 % suurempi kuin rajo-arvo,
237 tulosta 240 tuloksesta (98,8 %) oli positiivisia. Niissd paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-
keskiarvo oli enintdén 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo, 95 tulosta 144 tuloksesta
(66,0 %) oli positiivisia ja 49 tulosta 144 tuloksesta (34,0 %) oli negatiivisia. Niissé paneelin
j@senissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % raja-arvon alapuolella, 48 tulosta 48 tuloksesta
(100,0 %) oli negatiivisia (katso alla taulukko 47).
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Taulukko 47. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — néytteiden valmistelu QlAsymphony DSP AXpH
DNA -kitilla; kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen koetulos

Paneelin jisen  Solutyyppi RLU/CO-keskiarvo Vakio poikkeama (%) (n/N)

N HO 0.17 0.03 0 (0/48)

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

3E HO ja Hela 116 0.57 54 (26/48)

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

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

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

Tulokset osoittavat, ettd ndytteiden, jotka ovat 20 %:ssa tai kavempana raja-arvosta, voidaan
odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Raja-arvoa léhelld olevat néytteet tuottivat suurinpiirtein
yhtd suuren madrén positiivisia ja negatiivisia tuloksia. N&ma tiedot osoittavat, ettd PreservCyt
naytteiden valmistelu QIAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla ja sen jdlkeinen testaus digene HC2
High-Risk HPV DNA -kokeella tuottaa toistettavat tulokset.

Sisdisen tutkimuksen tuloksia kaytettiin myds arvioitaessa QlAsymphony DSP AXpH DNA «itilla

valmisteltujen PreservCyt-naytteiden tulosten kvantitatiivista toistettavuutta (katso alla taulukko 48).
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Taulukko 48. PreservCyt-ndytteiden toistettavuus — néytteiden valmistelu QlAsymphony DSP AXpH
DNA -kitilla; kvantitatiivinen toistettavuus

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Kokeen Kokeiden Yhdistelmien Arvioitu koﬁc?r’\i:ii:cv
jdsen n keskiarvo sisdlla vdlilla valillg* kokonaisvakiopoikkeama (%)
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

*digene HC2 High-Risk HPV DNA -koesarjojen, QlAsymphony DSP AXpH DNA -sarjojen, kdytetyn RCS-
jdrjestelman, kéytetyn QlAsymphony SP -laitteen ja kayttdjcan yhdistelmien valilla.

Kliinisten SurePath-naytteiden toistettavuus
Manuadlinen testaus

Toistettavuus postgradienttien SurePath-solupellettinéytteiden manuaalisessa testauksessa digene
HC2 HighRisk HPV DNA -kokeella méaritettiin tutkimuksessa, jossa kdytettiin kolmea eri
laboratoriota. Testisarjan j@senten testauksen raja-arvo oli 1,0 RLU/CO. Naytteet testattiin eri
pdivind ja eri testausajoissa kdyttden identtisia testisarjoja naytteilld, joiden HPV-statuksen
tiedettiin olevan positiivinen fai negatiivinen. Testisarja koostui 5 positiivisesta, 2 korkeasta

negatiivisesta / matalasta positiivisesta ja 5 negatiivisesta ndytteestd.

Jokainen paneelin jasen valmisteltiin yhdistamélla ainutkertaiset kliiniset néytteet, jotka oli otettu
SurePath-sdilytysnesteeseen ja joiden HPV-statuksen tiedettiin olevan negatiivinen tai positiivinen,
tavoiteltujen RLU/CO-kohdearvojen saamiseksi. Jokainen paneelin jésen testattiin kaksinkertaisesti
kahdesti paivassa 5 pdivan jaksolla jokaisessa 3 osallistuvassa laboratoriossa (katso alla taulukko
49).
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Taulukko 49. Postgradienttien SurePath-solupellettinaytieiden toistettavuus — manuadlinen testaus;

kvalitatiivinen toistettavuus

Paneelin jdsen RLU/CO-keskiarvo Positiivinen koetulos (%) (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)

Automaattinen testaus RCS-jdrjestelmassa

Automaattisesti  RCS-jcrjestelmdssc  testattujen  postgradienttien  SurePath-solupellettingytteiden
tulosten toisteftavuutta verrattiin manuaalisessa testauksessa saatuihin  tuloksiin. Kaksi erillista

alikvoottia  samasta  kasitellysté  postgradientista

SurePath-solupellettindytteestd  (samasta

potilasndytteestd) testattiin (katso alla oleva taulukko 50).

Taulukko 50. Postgradienttien SurePath-solupellettinéytteiden toistettavuus — automaattinen
testaus RCS-jarjestelmassd; tulosten yhtédpitavyys RCS-jérjestelmassa suoritetun automaattisen
testauksen sekdé manuaalisen testauksen vililla

Positiivinen yhtdpitévyys (%)
(n/N)
95 % Cl

Voimakkaan positiivinen

alue

Negatiivinen yhtdpitdvyys (%)
(n/N)
95 % Cl

Voimakkaan negatiivinen
alve

Kaikki positiiviset (RLU/CO >2,5) Kaikki negatiiviset (RLU/CO <0,80)
99.0 100.0 Q7.7 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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SurePath-ndytteiden valmisteleminen QlAsymphony DSP HPV Media -kitillé

Tutkimus suoritettiin tarkoituksena arvioida toistettavuutta tuloksissa, jotka saatiin simuloiduista
SurePath-naytteistd Naytteet valmisteltiin QlAsymphony DSP HPV Media itilla, minkd jdlkeen ne
testattiin automaattisesti RCS-jarjestelméssd digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeella. 4
positiivista paneelin jasentd valmisteltiin lisadmalla joko HPV DNA -positiivisia SiHa-soluja HPV
DNA -negatiivisiin H-9-soluihin SurePath-s@ilytysnesteessd, kun taas HPV DNA -negatiivinen

paneelin j@sen sisdlsi ainoastaan HPV DNA -negatiivisia H-9-soluja SurePath-sdilytysnesteessa.

Kolme eri kayttajaa testasi kuutena eri pdivand paneelin jasenet 1N, 2E, 3P, 4P ja 5P kolmella
eri QlAsymphony SP -laitteella ja kolmella eri QIAsymphony DSP HPV Media -kittierdlla. Paneelin
jasenet 1N, 2E, 3P ja 4P festattiin 18 replikaatissa 37 eri testauskerralla. Tuloksena paneelin
jasenille 2E ja 3P saatiin 666 datapistettd ja paneelin jasenille 1N ja 4P 665 datapistetta.
Paneelin jGsen 5P testattin 16 replikaatissa 37 eri testauskerralla. Tuloksena saatiin
590 datapistettd. Nelja datapistettd hylattiin riittamattéman tilavuuden vuoksi QlAsymphony SP -

laitteen naytteen valmistelun aikana tekeman merkinnén mukaisesti.

Niissa paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintaan 20 % suurempi kuin rajo-arvo,
1921 tulosta 1921 tuloksesta (100,0 %) oli positiivisia. Niissé paneelin jdsenissd, joiden
RLU/CO-keskiarvo oli enintaan 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo, 410 tulosta 666
tuloksesta (61,6 %) oli positiivisia ja 256 tulosta 666 tuloksesta (38,4 %) oli negatiivisia. Niiss
paneelin jGsenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli yli 20 % raja-arvon alapuolella, 664 tulosta 665

tuloksesta (99,8 %) oli negdtiivisia (katso alla taulukko 51).

Taulukko 51. SurePath-néytteiden toistettavuus — ndytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitillé; kvalitatiivinen toistettavuus

Positiivinen koetulos

Paneelin jisen Solutyyppi RLU/CO-keskiarvo Vakio poikkeama (%) (n/N)
N H-9 0.38 0.06 0.2 (1/665)
2E SiHa ja H9 1.06 0.17 61.6 (410/666)
3P SiHa ja H-9 4.51 0.78 100.0 (666/666)
4P SiHa ja H-9 8.34 1.57 100.0 (665/665)
5P SiHa ja H9 24.69 5.12 100.0 (590/590)

Tulokset osoittavat, ettd SurePath-ndytteiden, jotka ovat 20 % tai kauempana raja-arvosta,
voidaan odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Rajo-arvoa léhellé olevat SurePath-ndytteet

tuottivat likim&arin yhtd suuren maérdan positiivisia ja negatiivisia tuloksia. N&mé tiedot osoittavat,

digene® HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeen kdyttsohjeet 08/2015

102



ettd SurePath-ndytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV Media itilla ja sen jdlkeinen testaus
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella tuottavat toistettavat tulokset.

Sisaisen tutkimuksen tuloksia kaytettiin myds arvioitaessa QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla
suoritetun  SurePath-ndytteiden valmistelun tulosten kvantitatiivista toistettavuutta  (katso alla
taulukko 51).

Kolme eri kayttajaa testasi kuutena eri pdivand paneelin jasenet 1N, 2E, 3P, 4P ja 5P kolmella
eri QlAsymphony SP -laitteella ja kolmella eri QIAsymphony DSP HPV Media -kittierdlla. Paneelin
jasenet TN, 2E, 3P ja 4P testattiin 18 replikaatissa. Nain jokaiselle paneelin jasenelle saatiin
162 datapistettd. Paneelin jasen 5P testattiin 16 replikaatissa, ja sille saatiin 144 datapistettd

(katso alla taulukko 52).

Taulukko 52. SurePath-néytteiden toistettavuus — ndytteiden valmistelu QlAsymphony DSP HPV
Media -kitilla; kvantitatiivinen toistettavuus

Vakio poikkeama

Paneelin RLU/CO- Kokeen Pdivien Yhdistelmien Arvioitu koﬁ:::ii :_va
jésen n keskiarvo sisdlla vililla valilla* kokonaisvakiopoikkeama (%

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

* Testauskerta koostuu QlAsymphony DSP HPV Media -kitin, QlAsymphony SP -laitteen ja kayttdjén
yhdistelmasta tiettynd pdivand.

Kvantitatiivinen toistettavuus on hyvin korkea, sillé kaikki CV-arvot ovat alle 26 %. Testauskertojen
véliset vakiopoikkeamat ovat verrattavissa vastaaviin testauskertojen sisdisiin arvoihin, mik&

osoittaa tulosten olevan yhdenmukaiset kaytetysta laitteesta tai kittierasta riippumatta.

Postgradienttien SurePath-solupellettindytieiden valmisteleminen QlAsymphony DSP HPV Media -
kitilla

Tutkimus suoritettiin tarkoituksena arvioida toistettavuutta tuloksissa, jotka saatiin simuloiduista
postgradienteista SurePath-solupellettingytteista. Néytteet valmisteltin® QlAsymphony DSP HPV
Media kitillg, minka jalkeen ne testattiin automaattisesti RCS-jarjestelméssa digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeella. 70O-prosenttisessa SurePath-s@ilytysnesteessé oleva soluviljelymateriaalia

kaytettiin jcljittelem&dn postgradientteja solupellettindytteitd. 4 positiivista testisarjan jdsentd
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valmisteltiin lisaamalla joko HPV DNA -positiivisia SiHa-soluja HPV DNA -negatiivisiin SurePath-
sailytysnesteessa oleviin H-9-soluihin, kun taas HPY DNA -negatiivinen testisarjan jasen sisalsi

ainoastaan HPV DNA -negatiivisia H-9-soluja SurePath-sdilytysnesteessa.

Nelja eri kaytajaa testasi kuutena eri pdivand festisarjan jasenet 1, 2, 3, 4 ja 5 kolmella eri
QlAsymphony SP -laitteella ja kolmella eri QIAsymphony DSP HPV Media -kittieralla. Testisarjan
jasenet 1, 2, 3 ja 4 testattiin 18 replikaatilla 37 eri ajossa, milld saatiin 666 datapistetta
testisarjan jasenille 1 ja 3 sekd 665 datapistetta testisarjan jdsenille 2 ja 4. Kaksi datapistettd
hylattiin riitdmattdmén tilavuuden vuoksi QIAsymphony SP -laitteen néytteen valmistelun aikana
tekemdn merkinnén mukaisesti. Testisarjan jasen 5 testattiin 16 replikaatilla 37 eri ajossa.

Tuloksena saatiin 592 datapistettd.

Niissa paneelin jasenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli vahintéén 20 % suurempi kuin rajo-arvo,
1923 tulosta 1923 tuloksesta (100,0%) oli positiivisia. Niissé festisarjan jdseniss@, joiden
RLU/CO-keskiarvo oli enintdan 20 % suurempi tai pienempi kuin raja-arvo, 416 tulosta 665
tuloksesta (62,6 %) oli positiivisia ja 249 tulosta 665 tuloksesta (37,4 %) negatiivisia. Niissa
testisarjan jasenissd, joiden RLU/CO-keskiarvo oli véhintdan 20 % raja-arvon alapuolella,
666 tulosta 666 tuloksesta (100 %) oli negatiivisia (katso alla oleva taulukko 53).

Taulukko 53. Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu
QlAsymphony DSP HPV Media -kitillé; kvalitatiivinen toistettavuus

Paneelin RLU/CO- Positiivinen koetulos (%)
jésen Solutyyppi keskiarvo Vakio poikkeama CV (%) (n/N)
1 H-9 0.12 0.02 18.77 0.0 (0/666)
2 SiHa ja H9 0.96 0.11 11.15 62.6 (416/665)
3 SiHa ja H-9 4.72 0.56 11.89 100.0 (666/666)
4 SiHa ja H9 9.34 0.98 10.46 100.0 (665/665)
5 SiHa ja H9 24.9 3.37 13.55 100.0 (592/592)

Tulokset osoittavat, eftd postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden, jotka ovat 20 % tai
kauempana raja-arvosta, voidaan odottaa tuottavan yhdenmukaiset tulokset. Rajo-arvoa lghella
olevat postgradientit SurePath-solupellettindytteet tuottivat likim@arin - yhtd suuren maarén
positiivisia ja negatiivisia tuloksia. N&émé& tiedot osoittavat, eftd postgradienttien SurePath-
solupellettingytteiden valmistelu QIAsymphony DSP HPV Media -kitillad ja sen jalkeinen testaus
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella tuottavat toistettavat tulokset.
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Sisdisen tutkimuksen tuloksia kaytettiin myds arvioitaessa QlAsymphony DSP HPV Media itilla
suoritetun  postgradienttien  SurePath-solupellettinaytteiden valmistelun tulosten  kvantitatiivista

toistettavuutta.

Nelja eri kaytajaa testasi kuutena eri pdivand festisarjan jasenet 1, 2, 3, 4 ja 5 kolmella eri
QIAsymphony SP -laitteella ja kolmella eri QIAsymphony DSP HPV Media -kittieralla. Testisarjan
jasenet 1, 2, 3 ja 4 ftestattiin 18 replikaatilla, jolloin kullekin testisarjan jasenelle saatiin
162 datapistettd. Testisarjan jasen 5 testattiin 16 replikaatilla, ja sille saatiin 144 datapistetta

(katso alla oleva taulukko 54).

Taulukko 54. Postgradienttien SurePath-solupellettindytteiden toistettavuus — naytteiden valmistelu
QlAsymphony DSP HPV Media -kitill&; kvantitatiivinen toistettavuus

Vakio poikkeama
Arvioitu
Paneelin RLU/CO- Kokeen Pdivien Yhdistelmien Arvioitu kokonais-CV
jdsen n keskiarvo sisdlla vdlilla valillg* kokonaisvakiopoikkeama (%)

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

* Eri pdivien, kéyttgjien, QlAsymphony DSP HPV Media -kittierien ja QlAsymphony SP -aitteiden yhdistelmien vélilla.

Kvantitatiivinen toistettavuus on hyvin korkea, silla kaikki CV-arvot ovat alle 20%. Testauskertojen
valiset vakiopoikkeamat ovat verrattavissa vastaaviin testauskertojen sisdisiin arvoihin, mik&

osoittaa tulosten olevan yhdenmukaiset kaytetysta laitteesta tai kittierdsta riippumatta
Ristireagointi

Joukko naisen anogenitaalialueella yleisesti esiintyvid bakteereita, viruksia ja plasmideja, seka
joukko iholla elavia HPV-tyyppejd, joista oli kaytettavissa klooneja, tutkittiin niiden ristireaktion
madrittamiseksi digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella. Mikro-organismien pitoisuudet
analyysissd olivat 1x10° ja 1x107 organismia yhtd millilitraa kohti. Virusten ja plasmidien

puhdistetun DNA:n analysoitava pitoisuus oli 4 ng/ml.

Alla on luettelo testatuista bakteereista, Kaikkien bakteerien tulos digene HC2 High-Risk HPV

DNA -kokeessa oli negatiivinen:

e Acinetobacter anitratus
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® Acinetobacter lwoffi (ATCC 17908)

® Bacteroides fragilis (ATCC 25285)

® Bacteroides melaninogenicus

e Candida albicans (ATCC 14053 tai 10231)
e Chlamydia trachomatis

e Enterobacter cloacae

® Escherichia coli (HB101)*

® Escherichia coli

® Fusobacterium nucleatum

e Gardnerella vaginalis

e Haemophilus ducreyi

e Klebsiella pneumoniae

® lactobacillus acidophilus

® Mobiluncus curtisii

® Mobiluncus mulieris

® Mycoplasma hominis

® Mycoplasma hyorhinis

® Neisseria gonorrhoeae (ATCC 19424)
e Neisseria lactamica (NRL 2118)

e Neisseria meningitidis (ATCC 13077)
e Neisseria sicca (ATCC 2925¢)

® Peptostreptococcus anaerobius

® Proteus vulgaris (ATCC 21117, 8427, 33420)
® Serratia marcescens

e Staphylococcus aureus (Cowan-kanta)
® Staphylococcus epidermidis

e Streptococcus faecalis (ATCC 14508)
® Sireptococcus pyogenes (ATCC 27762)
e Treponema pallidum

e Trichomonas vaginalis

® Ureaplasma urealyticum

* Analyysissd analysoitiin sekd plasmidien kasvattamiseen kéytetty E. coli -kanta (HB101) ettd E. colin kliininen isolaatti.
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Seuraavat virus- tai plasmidi-DNA:t tai ihmisseerumit testattiin kaikki negatiivisella tuloksella
digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeella:

e Adenovirus 2

e Sytomegalovirus

® CEpstein-Barrin virus

® Hepatiitti B -viruksen pinta-antigeenille positiivinen seerumi
® Herpes simplex |

® Herpes simplex Il

e Immuunikatovirus (HIV, RT DNA)

e HPViyypit1,2,3,4,5,8,13ja30

® Apinan virus SV40

Ainoa plasmidi, jolla havaittiin ristiin reagointia digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa, oli
pBR322. Ristireaktio pBR322:n ja koettimen vélilla ei ole yllattavaa, sillé kaiken vektori pBR322
DNA:n poistaminen on vaikeaa HPV-inserttia eristettdessa. pBR322:n homologisten sekvenssien
olemassaolo on todettu ihmisen sukupuolielimistd ofetuissa ndytteissd, ja vaaria positiivisia
tuloksia voi ilmeta tilanteissa, joissa mukana on suuria maaria bakteeriperdistd plasmidiainesta.
298 kliinista naytettd, joiden tulos digene HC2 HighRisk HPV DNA -kokeessa oli positiivinen,
eivat kuitenkaan olleet positiivisia pBR322:n vuoksi pBR322-koettimella suoritetussa kokeessa.
Mahdollisuus, etté digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeen v&ard positiivinen tulos aiheutuisi

kliinisissa naytteissé olevista pBR322-sekvensseistd, vaikuttaa ndin ollen pieneltd.
Ristihydridisaatio

Kahdeksantoista eri HPV-tyyppid (korkean riskin ja matalan riskin) tutkittiin digene HC2 High-Risk
HPV DNA -kokeella 4 ng/ml HPV DNA -pitoisuuksina. Kaikki korkean riskin HPV-kohteet olivat
positiiviset korkean riskin HPV-koettimella. Kokeessa ilmeni myds, ettd HPV-tyyppien 6 ja 42 ja
digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen vélilld tapahtuu pieni maéra ristihybridisaatiota. .
Potilasnéytteet, joissa oli runsaasti (4 ng/ml tai enemman) HPV 6- tai HPV 42 -DNA:ta, saattavat
olla virheellisesti positiiviset digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa. Kliinisesti tassd on
merkitsevad se, ettd potilaat, joiden HPV 6- tai HPV 42 -DNA on 4 ng/ml tai suurempi, voidaan

tarpeettomasti ohjata kolposkopiaan.

Lisaksi on havaittu, ettd digene HC2 HighRisk HPV DNA -koe reagoi ristiin HPV-tyyppien 40, 53
ja 66 kanssa. Nama tyypit ovat harvinaisia eikd nayttoa ole tarpeeksi sen osoittamiseksi, ettd
ndiden tyyppien tulehduksella ja korkean asteen sairauden kehittymisen vdlilla olisi eksakti

korrelaatio (15). Myés kirjallisuudessa on raportoitu, etté kompleksiset, téssa kokeessa kaytetyn
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kaltaiset koettimet saattavat antaa vaaria positiivisia tuloksia siksi, etta niilla on ristihybridisaatiota
HPV-yyppien 11, 53, 54, 55, 66, MM4, MM7, MM8 tai MM9 kanssa (35). Vaikka useat naista
HPV-tyypeistd ovat harvinaisia tai uuden tyyppisid, jollaisia ei usein havaita korkean asteen
sairaudessa, voidaan kolposkopiaan ohjata vaadrin perustein potilaita, joiden ndytteissa on
runsaasti ngitd HPV DNA -tyyppejd.

Veren ja muiden aineiden vaikutus STM-ngytteisiin

digene HC2 High-Risk HPVY DNA -kokeessa arvioitiin veren ja muiden potentiaalisesti hdiritsevien,
madriteltyjen tai madrittelemattdmien aineiden vaikutusta. Kokoverta, emdtinhuuhteluainetta,
voidemaista  sieniladketta ja ehkdisygeeliad (aineita, joita voidaan yleisesti havaita
kohdunkaulanaytteissa) lisattiin STM-negatiivisiin ja -positiivisiin naytteisiin (kliininen naytepooli ja

ei-kliiniset naytteet) sellaisina pitoisuuksina kuin niita voi ilmetd kohdunkaulanaytteissa.

Yhtadn vaaraa positiivista tulosta ei havaittu ndiden neljén aineen kohdalla millaan pitoisuudella.
Mutta v&éra negatiivinen tulos saatettiin raportoida kliinisissd ndytteissd, joissa HPY DNA:n
m&ardt olivat lahelléd analyysin raja-arvoa (1 pg/ml), jos naytteissa esiintyi runsaasti voidemaista
sieniladketta tai ehkaisygeelia. On kuitenkin hyvin epatodenndkéistd, ettd kliininen ndyte koostuisi
|ghes kokonaan jostain ndistd aineista, silld kohdunkaula puhdistetaan rutiininomaisesti ennen

papa-ndytteen oftoa seké HPV-testausta varten.
Veren ja muiden aineiden vaikutus PreservCyt-néaytteisiin
Manuaalinen néytteen valmistelu

digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeessa arvioitiin kliinisissé PreservCyt Solution -n&ytteissa
mahdollisesti ilmenevdn veren ja muiden potentiaalisesti hdiritsevien, madriteltyjen tai
mddrittelemdttomien  aineiden  vaikutusta. Kokoverta, emdtinhuuhteluainetta, voidemaista
sienilédkettd ja ehkaisygeelia (aineita, joita voidaan yleisesti havaita kohdunkaulanaytteissd)
lisattiin - PreservCytliuoksen negatiivisiin  ja  positiivisiin  kliinisiin - ndytepooleihin sellaisina
pitoisuuksina kuin niitd saattaa ilmetd kohdunkaulandytteissa. Yhtadén vaarada positiivista tai
vaarad negatiivista tulosta ei havaittu néiden neljan aineen kohdalla millaan pitoisuudella. Lisaksi
joidenkin kliinisten naytteiden sisaltémat niille ominaiset aineet eivat inhiboi HPV DNA:n
detekointia digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa.

Naytteen valmistelu QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla

Veren ja muiden mahdollisesti hairitsevien aineiden vaikutusta PreservCytnéytteisiin arvioitiin

QlAsymphony DSP HPV Media kitilla valmistelluissa naytteissd, jotka testattiin automaattisesti
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RCS-jcrjestelmassa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella. Seuraavien potentiaalisesti

hdiritsevien aineiden vaikutusta testattiin:

® Voidemainen sienilddke

® Voidemainen tulehdusladke

® Veri

e Ehkaisygeeli

e Emdtinhuuhteluaine

® Hajustetut ematinpuikot

e livkastusgeeli

e Spermidisi

Jokaista ainetta lisattiin negatiivisiin ja positiivisiin kliinisiin néytepooleihin. Milléén aineella ei
havaittu vaaria positiivisia tai vadria negatiivisia tuloksia pitoisuuksilla, joita saattaa 18ytyd
kohdunkaulanaytteista. Vaaré negatiivinen tulos saatettiin kuitenkin  raportoida  kliinisissa
ndytteissd, joissa HPY DNA:n madrét olivat ldhelld kokeen rajo-arvoa, jos ndytteissd esiintyi
runsaasti voidemaista sieniladkettd, eméttimen livkastusgeelia tai verta. On  kuitenkin hyvin

epdtodenndkdistd, ettd kliininen néyte koostuisi IGhes kokonaan jostain ndistd aineista, sillé

kohdunkaula puhdistetaan rutiininomaisesti ennen papa-néytteen ottoa sekd HPV-testausta varten..
Naytteen valmistelu QIAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla

Kokoveren vaikutusta PreservCyt-ndytteissé arvioitiin kdyttden néytteen valmisteluun QIAsymphony
DSP AXpH DNA kittia ja testaukseen digene HC2 High-Risk HPV DNA -koetta. N&htavésti verta
sisaltavat  kliiniset  ndytteet  valittiin - ja  testaftiin kayHden naytteelle sekd manuaalista
valmistelumenetelmaa ettd automaattista valmistelumenetelmada QlAsymphony DSP AXpH DNA -
kitilla. Tuloksia verrattiin 238 naytteelle. Kokonaisyhtapitavyys oli 94,12%, ja McNemarin p-arvo
oli 0,2850. Téma osoittaa, ettd manuaalisen ndytteen valmistelumenetelmdn ja automaattisen
QlAsymphony DSP AXpH DNA -kitilla suoritetun valmistelun vélilla ei ole tilastollisesti merkittavia

eroja kliinisessa toimivuudessa.
Seuraavien potentiaalisesti hiritsevien aineiden vaikutusta testattiin:

e Emdtinhuuhteluaine

® Voidemainen sienilddke

e Ehkaisygeeli

® Perifeeriset mononukleaarisolut (PBMC)

o liukastusgeeli
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® Hygieniasuihke

e Spermidisi

® Magneettiset hiukkaset

e TopElute-neste

Kaikkia aineita liséttiin negatiivisiin ja positiivisiin solukokoelmiin pitoisuuksilla, joita saattaa
|6ytyd kohdunkaulanaytteistd tai joita on saatettu lisata néytteen valmistelun aikana. Mink&an
aineen ja pitoisuuden osalta ei todettu vaaria positiivisia tuloksia. Vaaria negatiivisia tuloksia ei
todettu ehkaisygeelic lukuun oftamatta. Ala ota PreservCytkohdunkaulandytettd QIAsymphony
DSP AXpH DNA kitilla suoritettavaa automaattista néytteen  valmistelua  varten,  jos

ndytteenottopaikassa on ehkaisygeelia.
Veren ja muiden aineiden vaikutus SurePath-nGytteisiin
SurePath-naytteiden valmisteleminen QIAsymphony DSP HPV Media -kitilla

Veren ja muiden mahdollisesti hdiritsevien aineiden vaikutusta SurePath-naytteisiin - arvioitiin
QlAsymphony DSP HPV Media itilla valmistelluissa naytteissd, jotka testattiin automaattisesti
RCS-jcrjestelmassa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeella.

® Voidemainen sienilddke

® Voidemainen tulehdusladke

® Veri

e Ehkaisygeeli

e Emdtinhuuhteluaine

® Hajustetut emdtinpuikot

e Llivkastusgeeli

e Spermidisi

Jokaista ainetta lisattiin negatiivisiin ja positiivisiin kliinisiin néytepooleihin. Milléén aineella ei

havaittu vaaria positiivisia tuloksia pitoisuuksilla, joita saattaa 1&ytyd kohdunkaulanaytteistd.

Vaaria negatiivisia tuloksia ei todettu seuraavia aineita lukuun ottamatta:

e Ehkadisygeeli aiheutti vadria negatiivisia tuloksia hyvin pienissd pitoisuuksissa.

® Jos nayte sisdltad runsaasti voidemaista sieniladkettd, vadra negatiivinen tulos saatetaan
raportoida kliinisissé néytteissd, joissa HPV DNA:n madrat olivat |ghellé kokeen raja-arvoa.
On kuitenkin hyvin epatodenndkaistd, etta kliininen ndyte koostuisi lghes kokonaan
voidemaisesta sienilddkkeestd, silla kohdunkaula puhdistetaan rutiininomaisesti ennen Papa-

ndytteen ottoa sekd HPV-testausta varten.
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Alg ota SurePath-kohdunkaulandytetta QlAsymphony DSP HPV Media itilla suoritettavaa
automaattista ndytteen valmistelua varten, jos ndytteenottopaikassa on ehkaisyvaahtoa tai
voidemaista sienilagkettd.

Ala ota SurePath-kohdunkaulandytettd QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla suoritettavaa
automaattista ndytteen valmistelua varten, jos néaytteenottopaikassa on  ehkéisyvaahtoa tai

voidemaista sieniladkettd.

Postgradienttien SurePath-solupellettingytteiden valmisteleminen QIAsymphony DSP HPV
Media -kitilla

Veren ja muiden mahdollisesti hairitsevien aineiden vaikutusta postgradientteihin  SurePath-

solupellettingytteisiin arvioitiin QlAsymphony DSP HPV Media -kitilla valmistelluissa néytteissd,
jotka testattiin automaattisesti RCS-jarjestelmassd digene HC2 High-Risk HPY DNA -kokeella.

Seuraavien potentiaalisesti hdiritsevien aineiden vaikutusta festattiin:

® Voidemainen sienilddke

® Voidemainen tulehdusladke

® Veri

e Ehkaisygeeli

® Emdtinhuuhteluaine

® Hajustetut ematinpuikot

e Llivkastusgeeli

e Spermidisi

Jokaista ainetta lisattiin negatiivisiin ja positiivisiin kliinisiin ndytepooleihin, jotka kasiteltiin sen
jdlkeen BD PrepMate -jarjestelmalla postgradientin solupellettindytteen jdljittelemiseksi. Sekd veren
ettd voidemaisen sienilddkkeen tapauksessa havaittiin yksi virheellisesti positiivinen tulos, mutta

tilastollisessa analyysissé ei huomattu merkittavia hairisita. Millaan muulla aineella ei havaittu

vaarid positiivisia tuloksia pitoisuuksilla, joita saattaa 18ytyd kohdunkaulanéytteista.

Voidemaisen sieniladkkeen, voidemaisen tulehduslddkkeen ja ehkdisyvaahdon osalta havaittiin
virheellisesti negatiivisia tuloksia. Ald ota SurePath-kohdunkaulandytettd QIAsymphony DSP HPV
Media «itilla suoritettavaa automaattista néytteen valmistelua varten, jos néytteenottopaikassa on

voidemaista sieniladkettd, voidemaista tulehdusladketta tai ehkaisyvaahtoa.
Siirtyminen

RCS-jcrjestelmdn tarkoituksena on minimoida néytteiden kontaminoituminen tai jdljelle jGdneiden

alkalisten fosfataasien siityminen kayttamalla  kertakayttdkarkia  reagenssien ja  naytteiden
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aspirointiin. Taman vahvistamiseksi QIAGEN suoritti useita tutkimuksia tarkoituksena arvioina sitg,
lisagkd RCS-jarjestelman kayttd naytteiden siirtymisen tai ristikontaminaation riskid manuaaliseen
menetelm&an verrattuna. Siirtymispotentiaalia jarjestelmdsta jarjestelméan arvioitiin useilla RCS-

jarjestelmilla.

Yhdessa tutkimuksessa negatiiviseen kontrollimateriaaliin lisattiin 2 ng ja 20 ng HPV-DNA-
plasmidia korkea-positiivisten STM-néytteiden valmistelua varten. 20 ng/ml:n pitoisuudella saadut
RLU-arvot olivat noin 3-5 kertaa korkeampia kuin rutiininomaisessa kliinisessa testauksessa
odotettu  suurimman positiivisen kliinisen ndytteen vastaava arvo. Némd simuloidut korkea-
positiiviset ndytteet asetettiin kuoppalevyn kuoppiin tammipelilautakuvion mukaan vuorotellen
ainoastaan negadtiivista kontrollia siséltévien kuoppien kanssa (testikuopat). Tamé malli ottaa
huomioon sekventiaalisten korkeasti positiivisten naytteiden mahdolliset additiivit vaikutukset.
Kuoppalevyt testattiin sitten seké manuaalisella ettd RCS-jcrjestelmassa suoritetulla automaattisella
testauksella. Vé&dran positiivisten  testikuoppien mé&dréd verrattiin testauksen  jélkeen. RCS-
jarjestelmassd  suoritettu automaattinen testaus ei tuottanut enempdd vaaria positiivisia
testikuoppia kuin manuaalinen testaus ndilla simuloiduilla STM-néytteilla, vaikka kuoppalevy

sisalsi erittdin suuren sekvenssin positiivisia ndytteitd.

Toisessa  siirtymisen arvioinnissa  HPV-positiivisen  potilaan  PreservCyt-ndytteet  yhdistettiin
tarkoituksena luoda paneeli eri kemiluminesenssitasoisista naytteistd. Nain haluttiin saada
RLU/CO-arvot, jotka vastaisivat rutiininomaisessa RCS-jcrjestelmallé suoritetussa automaattisessa
testauksessa odotettavissa olevaa vaihteluvalia. Positiivisten naytteiden vaihteluvali oli noin 200~
1800 RLU/CO. Siirtymispotentiaalin seka sekventiaalisesti korkeiden positiivisten mahdollisten
additiivisten vaikutusten arviointia varten ndmd positiiviset paneelin  jGsenet  asefettiin
kuoppalevyille tammilautakuvion mukaisesti negatiivisten kontrollikuoppien viereen. Nama levyt

testattiin sitten RCS-jarjestelmd@ssa suoritetulla automaattisella testauksella.

Arvioinnista,  jossa  kaytettiin  kooftuja  potilasnaytteitd,  saadut  tulokset  viittaavat
siirtymisvaikutuksista johtuvia mahdollisia véaria positiivisia tuloksia olevan 0,3 % kaytettdessé
automaattista testausta RCS-jarjestelmdssé digene HC2 High-Risk HPV DNA kokeen kanssa.

QIAGENIn kokemus kootuilla PreservCyt-naytteilld suoritetuista testeistd viittaa siihen, eftd
kootuista PreservCyt-potilasndytteisté saatujen néytteiden ominaisuudet eivét vastaa yksittdisten
potilasnaytteiden ominaisuuksia. Vaikka kokoamisen vaikutuksia RCS-jarjestelmassa suoritetun
automaattisen  testauksen  siirtymispotentiaaliin  ei  tunneta, RCS-drjestelmdssd  suoritetun
automaattisen testauksen esikliininen lisdtestaus ei osoittanut siirtymisestd johtuvien vadrien
positiivisten  ndytteiden  potentiaalin  lisddntyneen.  Arvioinnit  suoritettiin  keinotekoisilla
plasmidinaytteilld, joiden DNA-pitoisuudet olivat lahes 5 kertaa korkeammat kuin kliinisessé

ympdristdssd havaitut pitoisuudet.
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Kolmannessa siirtymisen  arvioinnissa luotiin  koendytteet lisaamalla  fluoresoivaa  véria
pitoisuuksilla, jotka edustivat analyysin dynaamista RLU-vaihteluvalia, taustamatriiseihin, jotka
olivat lghelld kliinisten ndytteiden viskositeettia ja digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeen
reagensseja. Koendaytteet kasiteltiin sitten 3 eri RCS-jarjestelmassa. Siirtymispotentiaali arvioitiin

kaikkien seuraavien tarkeiden RCS-jarjestelmdn toimenpidevaiheiden osalta:

® ndytteen siirtdminen

o siirto levyltd levylle

® koettimen lisa&minen

e kuoppalevyn ravistaminen

e kuoppalevyn huuhtelu.

Fluoresenssi mitattiin 485 nm:n herdteaallonpituudella ja 535 nm:n emissioaallonpituudella.Se oli
riitavan herkka detekoimaan siirtymistapahtuman arvolla 1:20 000, mikd vastaa vadrien
positiivisten tulosten arvoa digene HC2 High-Risk HPV DNA -kokeessa (ts.1 pg / 20 ng).
Arvioinnin  tulokset eivat osoittaneet  siirtymistd  missGan  tarkedssa  RCS-jarjestelméan

toimenpidevaiheessa siten, eftd seurauksena olisi vaard positiivinen digene HC2 High-Risk HPV
DNA -kokeen tulos.

Reagenssien stabiliteetti laitteessa

QIAGEN arvioi RCS-jérjestelméssé suoritetun automaattisen testauksen suoritusominaisuuksia, kun
reagenssit jafettiin jarjestelmaan pidemmdaksi ajaksi. Reagensseja, jotka todenndkaisimmin
jatettiin - pidemmadksi  ajaksi  jarjestelmadn, olivat mm. koetinseos, DR1, DR2 ja

sieppauskuoppalevy.

Kokeen toimivuus arvioitiin kayttden sekd juuri valmisteltuja reagensseja ettd reagensseja, joiden
oli annettu olla RCS-jarjestelmassa huoneenlampétilassa 16 tuntia (tama simuloi 2 tydvuoroa
laboratoriossa).  Simuloitujen  kliinisten néytteiden testaus suoritettiin 2 RCS-jdrjestelmdssd

kumpanakin 2 testauspdivand madritetylld reagenssimatriisilla (katso alla taulukko 55).

Taulukko 55. Tutkimusasetelma jarjestelméén jatettyjen reagenssien stabiliteetille

RCS-jdriestelmé Péivé 1 Péivé 2
1 Vanhat reagenssit Uudet reagenssit
2 Uudet reagenssit Vanhat reagenssit
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Alla olevassa kuvassa 3 esitetddn kaavio kaikista RLU/CO-datapisteistd. Vanhojen ja uusien

reagenssien kaavio ja regressioanalyysi

reagenssien valilla.

osoiftavat  yhtapitdvyyden vanhojen

4N
g

R*=0.9937
10 -

Aged Reagert RLU/CO
S

0.1 4

N N4
oot

Fresh Reagent RLU/CO

ja uusien

Kuva 3. Sirontakaavio, jossa verrataan analyysin kalibraattorin ja kontrollin arvoja vanhojen ja

uusien reagenssien vdlilla.

Yhtapitavyystulosten  lisatarkastelu  osoittaa,

ettd  kvalitatiiviset tulokset eivat

kaytettdessa vanhoja reagensseja (katso alla taulukko 56).

Taulukko 56. Yhtépitdvyys uusien ja vanhojen reagenssien valillé

muuttuneet

Tilastollinen suure Tulos
Kokonaisyhtapitavyys (%) 100.0%
(n/N) (96/96)
95 % Cl 97.97-100.0
Positiivinen yhtapitavyys (%) 100.0%
(n/N) (64/64)
95 % Cl 97.97-100.0
Negatiivinen yhtépitévyys (%) 100.0%
(n/N) (32/32)
95 % Cl 97.97-100.0
R? 0.9937
Kaltevuus 0.97
Leikkaus 0.47
Kappa 1.0
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Datan analyysi osoittaa, eftd uusien ja vanhojen reagenssien tulokset ovat tilastollisesti identtiset.
Taman perusteella reagenssit ovat riittdvan stabiileja, kun niita sailytetaan laitteessa enintéan 16

tuntia.
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Symbolit

Naissa kayttdohjeissa kaytetddn seuraavan taulukon merkintdja.

Symbol Symbol definition

Sisdlts riittada 96 kokeeseen

Sisaltd riittaa 384 kokeeseen

384

IV D In vitro diagnostinen laékinnéllinen laite

R E F Tuotenumero

Valmistaja

Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisén alueella

i
py)
fm

Viimeinen kayttdpaivamaara

Noudata kéyttdohijeita

g =

GTIN Maailmanlaajuinen kauppanimikkeiden yksildintinumero (GTIN)
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Vianetsinta

Huomautuksia ja ehdotuksia

Denaturaation aikana on havaittu vddra varimuutos tai ei lainkaan varimuutosta.

a) DNR on valmisteltu vaarin.

b) DNR:&d ei ole lisatty.

c) Naytteissd on verta fai
muita materiaaleja, jotka
estavat vérimuutokset

havaitsemisen.

d) Naytteen pH saattaa olla

epatavallisen hapan.

Tarkista, ettd DNR sisdltda osoitinvaria ja on variltaan

tumman violetti.

Mittaa ndaytteen tilavuus ja varmista, eftd ndytteeseen
lisattiin DNR:a& (tulisi olla 1,5 ml). Jos maaran perusteella
ilmenee, ettd DNR:ad ei lisatty, lisad oikea madra, sekoita

ja suorita analyysi, mikéli oikea varimuutos havaitaan.

Tarkkaa  vérimuutosta  ei  odoteta  tdman  tyyppisten

néytteiden kohdalla; ei vaikuta heikentavésti koetuloksiin.

Mikéli muuta syytd ei 18ydy, néytteet voivat olla
epdtavallisen happamia, jolloin odotettua varimuutosta ei
tapahdu. Koska naytteen vaara pH heikentada koetuloksia,

ota uusi néyte ennen kohdunkaulan etikkahappokasittelyd.

Laaduntarkkailut antavat vadria tuloksia.

a) Kokeeseen on valittu vaara
ohjelmistoprotokolla.

b) QCI-IR ja QC2-HR on
sijoiteftu vaardssa
jarjestyksessa.

c) HRC:n ja QC2-HR:n
k&dnteinen sijainti.

Jos kokeessa on kaytetty vaaraa analyysiprotokollaa, lue
kuoppalevy uudelleen 30 minuutin  kuluessa DR2:n

lisédmisestd oikeaa analyysiprotokollaa kéyttéen

Testaa naytteet uudelleen.

Testaa naytteet uudelleen.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Hybridisoitaessa havaittu védra vérimuutos.

a)

b)

Koetinseoksen  riittématdn
sekoittuminen
denaturoituihin
kalibraattoreihin,
laatukontrolliin ja/tai
ndytteisiin; tai koetinseosta
ei ole lisatty; tai reagenssia
on lisatty  virheellinen

maara.

Néytteissé  on  verta tai
muita aineita, jotka estavat
varimuutoksen

havaitsemisen.

Néytteen STM-maara
<1000 pl.

Ravista hybridisaatiokuoppalevyd tai mikroputkitelinettd
liséd kahden minuutin ajan. Mikéli vield on violetin vérisic
putkia tai kaivoja, liséd 25 pl oikeaa koetinseosta ja
sekoita hyvin. Jos koetinseoksen lisaamisen ja uudelleen
sekoittamisen jdlkeen ei tapahdu oikeaa véarimuutosta ja
jos néytteessd ei ollut verta tai muita materiaaleja, testaa

nayte uudelleen.

Tarkkaa  vérimuutosta  ei  odoteta  tamdn  tyyppisten

naytteiden kohdalla; ei vaikuta heikentavésti koetuloksiin.

Tarkista alkuperdisen ndytteen madra. Naytettd tulee olla
1425 20 pl (kun on otettu 75 pl koetta varten). Jos
mé&ard on <1425 pl, alkuperdisen ndytteen sisdltdméa STM-

mé&ard oli <1000 pl. Hanki uusi néyte.

Kokeen analyysin validointi epaonnistuu. Signaadlia ei havaita positiivisissa kalibraattoreissa,

laadunvalvonnoissa eiké naytteissa.

a)

b)

d)

Koetinta ei ole lisatty

koettimen laimentimeen.

Valmistamisen aikana on
tapahtunut koettimen

RNase-kontaminaatio.

Koetinseoksen  riittémétén

sekoittuminen.

Laimennetun koettimen ja
denaturoidun ndytteen

riittdmaton sekoittaminen.

Valmista koetinseos pakkausselosteen ohjeiden mukaisesti.

Varusta putket huolellisesti tunnistusmerkinnalla.

Kaytd  koettimen pipetointiin  aerosolilta  suojattuja
kertakayttopipettikérkia  ja  kayta  kdsineitd.  Valmista
koetinseos steriilissa sailidssa. Kéytd vain puhtaita uusia

kertakayttdisia reagenssialtaita.

Kun koetinta on lisatty koettimen laimentimeen, sekoita
perusteellisesti  vorteksoimalla  suurella  nopeudella
vahintdan viiden sekunnin ajan. Nd&kyvan nestepyorteen

pitd& muodostua.

Lisaa koetinseosta ja naytettd jokaiseen
hybridisaatiokuoppalevyn kuoppaan tai
hybridisaatiomikroputkeen ja ravista 3 minuuttia (+ 2 min)
Rotary Shaker | -laitteessa 1100 rpm:lla (+ 100 rpm).

Tarkista, ettd vari kussakin kuopassa ja putkessa muuttuu
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Huomautuksia ja ehdotuksia

e)

f)

gl

h)

Véara aika tai lampétila

hybridisaatiovaiheessa.

Riittdmatdn  sekoittuminen

sieppausvaiheen aikana.

Lisatty vadra annos DR1:td
tai inkuboituaika ei ole

ohjeiden mukainen.

Ei lisatty oikeaa maaras
DR2:ta  ftai inkuboitu

mddritettyd aikaa.

DML-laitteen toimintahdirio

tai virheellinen ohjelmointi.

violetista keltaiseksi.

Hybridisoi 60 + 5 minuuttia 65 °Cin (x 2 °C)
lédmpéotilassa. Tarkista Microplate Heater | -laitteen tai
vesihauteen lampétila. Varmista, etté Microplate Heater |
tai vesihaude on sadadetty lGmmittdmadn naytteet oikeaan
ladmpédtilaan ja ettd laitetta esilammitetdén 60 minuutin
ajan ennen kayttdd. Varmista, eftd vesihauteessa on
sopivasti  vettd  ndytteiden  saattamiseksi  oikeaan

lagmpatilaan. Vesihauteet tulee kalibroida m&draajoin.

Ravista Rotary Shaker | -laitteessa 60 minuuttia (£5 min)
20-25 °C:n lampétilassa néissa kéytdohjeissa kuvatulla
tavalla.  Verifioi  Rotary Shaker | -aitteen nopeus
kalibroimalla. (Katso Rotary Shaker | Kéyttdopas (Rotary
Shaker | User Manual)).

Pipetoi 75 pl DR1:t& kuhunkin kuoppaan 8-kanavaisella
pipetilla.  Inkuboi 20-25 °C:n  ldmpétilassa  30-

45 minuuttia.

Pipetoi 75 pl DR2:ta kuhunkin kuoppaan 8-kanavaisella
pipetilla.  Inkuboi 20-25 °C:n  ldmpétilassa 15—

30 minuuttia.

Katso lisdtietoja kyseisen DML-laitteen kéyttdoppaasta ja
ohjelmiston kayttdoppaasta tai ota yhteyttd QIAGENin

tekniseen palvelupisteeseen.

Kohonneet RLU-arvot kalibraattoreissa, laatukontrollissa ja/tai néytteissa (>200 RLU useissa tai

kaikissa kuopissa). Analyysi ei ehka lépdise validointikriteereita.

a)

DNR:&a ei lisatty; tai on
lisétty virheellinen méadra
reagenssia; tai DNR on
sekoitettu  riittGmattdmasti
ndytteiden, kalibraattorien

tai laatukontrollien kanssa.

Verifioi ennen DNR:n liséamistd, ettd sarja-annostelija
annostelee oikein. Kalibroidut pipetit ovat perusehto. Lisaa
puoli tilavuutta DNR:&& kuhunkin putkeen ja sekoita hyvin.
Vadrien positiivisten tulosten vélttamiseksi varmista, ettd
neste huuhtoo putken koko sisdpinnan. Kalibraattorien,
laatukontrollien ja néytteiden pitdd muuttua violeteiksi

DNR:n liséamisen jalkeen.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

b)

d)

f)

gl

h)

DML aitteessa on
valovuoto. Ovi ei ole tiivis.
Oven tiiviste on

vaurioitunut.

DR2 tai
sieppauskuoppalevyn

kuopat ovat
kontaminoituneet DR1:n fai
eksogeenisen alkalisen

fosfataasin kanssa.

Kontaminoitunut

pesupuskuri.

Kontaminoitunut
Automated Plate Washer.

Sieppauskuoppalevyn
kuoppien riittématdn pesu

DR1:n inkuboinnin jalkeen.

DR1:n aiheuttama
kuoppalevyn kuoppien

kontaminaatio.

Hybridisaatiolivosta on
kuivattu Kimtowels-
pyyhkeen tai vastaavan
nukkaamattoman
paperipyyhkeen  aiemmin
kéytettyyn kohtaan.

Kuivaamiseen on kéaytetty

vaaranlaisia pyyhkeitd.

Tarkista  DMLaitteen  taustaluku  (raakatietomittaus)
lukemalla tyhja kuoppalevy. Lukema, joka on yli 50 RLU,
viittaa valovuotoon. Katso lisdtietoja kyseisen DML-laitteen
kayttdoppaasta tai ota yhteyttd QIAGENin tekniseen

palvelupisteeseen.

Katso “DR2:n kontaminaation tarkastus”, sivu 129.

Katso “Pesulaitteen ja/tai vesiléhteen kontaminaation

tarkastus”, sivu 130.

Katso “Pesulaitteen ja/tai vesildhteen kontaminaation

tarkastus”, sivu 130.

Pese  sieppauskuoppalevyn  kuopat  perusteellisesti
pesupuskurilla 6 kertaa joko tayttamalla kuopat joka kerta
tulvilleen tai tai kaytamalla Automated Plate Washer -
laitetta. Pesun jalkeen kuoppalevyn kuopissa ei saa nakyd
j@dmid vaaleanpunaisesta nesteestd. Katso lisétietoja
kontaminaation  tai  toimintahdirididen  testauksesta
Automated Plate Washer Kayttéopas (Automated Plate
Washer User Manual).

Varmista, ettd kaikki tydpinnat ovat puhtaat ja kuivat.

Kasittele DR1:t& varoen. Suojaa aerosoleilta.

Alg kuivaa hybridisaatiolivosta  Kimtowels-pyyhkeen  tai
vastaavan  nukkaamattoman  paperipyyhkeen aiemmin

kéytettyyn kohtaan.

Kayta kuivaamiseen Kimtowels-pyyhkeitd tai vastaavia

nukkaamattomia paperipyyhkeitd.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Alhainen PC/NC-suhdeluku tai paljon heikosti positiivisia néytteitd, joissa suhde on <2,0 (>20

%). Analyysi ei ehka lapdise validointikriteereité.

a) Naytteen puutteellinen

valmistelu.

b) Koetinseoksen riittédmaton
sekoittuminen tai
koetinseosta on testeissd

lisatty liian vahan.

c) Riittdmatén maara
laimennettua koetinta
liscitty

hybridisaatiomikroputkiin
tai kuoppalevyn kuoppiin.

d) Ei DR1-aktiivisuutta.

e) Puutteellinen sieppaus.

f)  Riittdmatdn pesu.

g) Kontaminoitunut

pesupuskuri.

Lisdé oikea mé&darad DNR:éa ja sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla. Vadrien positiivisten tulosten valtamiseksi

varmista, ettd neste huuhtoo putken koko sisdpinnan.

Varmista PreservCytndytteissd,  eftd  solupelletin
perusteellinen sekoitus ja uudelleensuspensio on valmis

ennen denaturoinnin inkubaatiota.

Naytteen vérin - on  muututtava  selvasti — kirkkaasta
tummanvioletiksi. Inkuboi 65 °C:n (+ 2 °C) lampédtilassa

45 minuuttia (£ 5 min).

Valmista  koetinseos  ohjeiden  mukaisesti.  Sekoita
perusteellisesti  vorteksoimalla.  Varmista, ettd syntyy
ndkyva nestepydrre. Koetinseosta on lisattava putkiin
positive displacement -pipetilld tai monikanavaisella

pipetilld tarkan annostelun varmistamiseksi.

Varmista ennen koefinseoksen lisGdmista, eftad 8-
kanavainen pipetfti annostelee tarkasti. Lisaa 25 pl
koetinseosta  kuhunkin  denaturoituja  kalibraattoreita,
laatukontrolleja jo ndytteitd sisdltévadn mikroputkeen tai
kuoppalevyn kuoppaan. LlisGamisen ja perusteellisen
sekoittamisen jdlkeen varin pitdd muuttua tummanvioletista
keltaiseksi. PreservCytndytteiden pitda muuttua keltaisen

sijasta vaaleanpunaisiksi.

Sailyta DR1 2-8 °C:n lampdtilassa. Kaytd ennen viimeistd
kaytopaivamaaraa.

Kaytd sieppausvaiheessa Rotary Shaker | -aitetta, jonka
nopeudeksi sdddetdén 1100 rpm (+100 rpm). Validoi

ravistimen nopeus kalibroimalla.

Pese kuoppalevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6
kertaa joko taytamalla kuopat joka kerta tulvilleen tai

kéayttamalla Automated Plate Washer -laitetta.

Katso “Pesulaitteen ja/tai vesiléhteen kontaminaation

tarkastus”, sivu 130.

Sarja positiivisia néytteitd, joiden RLU-arvot ovat suunnilleen samat.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

a)

b)

Sieppauskuoppalevyn
kuoppien
kontaminoituminen kokeen

aikana.

DR2:n kontaminoituminen.

Automated Plate Washer -

laitteen toimintahdirio.

Suuret CV-erot toistoissa.

a)

b)

<)

d)

Epétarkka annostelu.

Riittdmaton sekoittuminen.

liian  vdhén  nestettd
siirrefty
hybridisaatiomikroputkista
tai
hybridisaatiokuoppalevyn
kuopista
sieppauskuoppalevyn

kuoppiin.

Véarat pesuolosuhteet.

Kuopppalevyn  kuoppien
kontaminoituminen
DR1:lla.

Peitd sieppauskuoppalevy aina inkubointien ajaksi. Valté
putkien altistamista  aerosolikontaminaatiolle analyysin
aikana. Kéaytd toimenpiteiden aikana puuterittomia

kasineitd.

Varo, eftei aine kontaminoidu pipetoitaessa DR2:ta
sieppauskuoppalevyn kuoppiin. Estd DR2:n
kontaminoituminen DR1:n aerosoleilla tai

laboratoriopélylla jne.

Katso “Pesulaitteen ja/tai vesildhteen kontaminaation
tarkastus”, sivu 130, tai katso lisétietoja kontaminaation
tai toimintahgirididen testauksesta Automated Plate
Washer Kayttéopas (Automated Plate  Washer User
Manual).

Tarkista, eftd pipetti annostelee toistettavia madrid.

Kalibroi pipetit saanndllisesti.

Sekoita perusteellisesti kaikissa vaiheissa. Vorteksoi ennen
ja jalkeen denaturoinnin inkubaation sekd koetinseoksen
lisaémisen jalkeen. Varmista ndkyvan nestepydrteen
syntyminen.

Huolehdi nestettd  hybridisaatiokuoppalevyltd  tai -
mikroputkista  sieppauskuoppalevylle siirtdessasi, eftd

siirrefyt maarat ovat toistettavia.

Pese kuoppalevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6
kertaa joko tayttamalla kuopat joka kerta tulvilleen tai

kéyttamallé Automated Plate Washer -laitetta.

Varmista, ettd kaikki tydpinnat ovat puhtaat ja kuivat.

Kasittele DR1:t& varoen. Suojaa aerosoleilta.
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Huomautuksia ja ehdotuksia

Negatiivisiksi tiedetyistd néytteistd on saatu vaardn positiiviset tulokset

a) DR2 on kontaminoitunut.

b) Kuopppalevyn kuoppien
kontaminoituminen DR1:ll&

c) Kuivattu Kimtowels-
pyyhkeen tai vastaavan
nukkaamattoman
paperipyyhkeen aiemmin
kéytettyyn kohtaan.

d) Riittamatdn naytteen
valmistelu.

e) Vaarat pesuolosuhteet.

f)  Pipetinkarjen
kontaminoituminen
denaturoimattomasta

Varo, efteivdt ndytteet kontaminoidu ristiin siirtdessdsi
DR2:ta naytteiden valilla. Jos kaytat yhdistelmavalmisteesta
vain osaa, ota kokeeseen tarvittava mé&ard puhtaaseen
kertakéyttiseen  reagenssisciliodn  ennen  pipetin

tayttamista.

Pese kuoppalevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6
kertaa joko tdytamalla kuopat joka kerta tulvilleen tai
kayttamalla  Automated Plate Washer -laitetta. Pesun
jdlkeen kuoppalevyn kuopissa ei saa ndkyd jGamid

vaaleanpunaisesta nesteestd.

Alg kuivaa aiemmin kéytettyyn kohtaan.

Lisdé oikea mé&dard DNR:éaé ja sekoita perusteellisesti
vorteksoimalla. Vadarien positiivisten tulosten valtamiseksi
varmista, eftd neste huuhtoo putken koko sisdpinnan
Varmista PreservCytndytteiden manuaalisen valmistuksen
tapauksessa, ettd solupelletin perusteellinen sekoitus ja
vudelleensuspensio  on  valmis ennen  denaturoinnin
inkubointia. Katso lisétietoja  digene HC2 Sample

Conversion ~kitin kayttéohjeesta.

Naytteen varin - on  muututtava  selvasti  kirkkaasta
tummanvioletiksi. Inkuboi 65 + 2 °C:n lémpétilassa 45 + 5
minuuttia. SurePath-ndytteiden manuaalisen valmistuksen
tapauksessa ndytteitd on inkuboitava 90 + 5 minuuttia 65

+ 2 °C:n lampétilassa.

Pese kuoppalevyn kuopat perusteellisesti pesupuskurilla 6
kertaa joko tayttamalla kuopat joka kerta tulvilleen tai

kéayttamalla Automated Plate Washer -laitetta.

Naytteen  kasittelytoimenpiteen  denaturointivaihe  on
suoritettava ndiden kayttdohjeiden mukaisesti. Néytteen

vaard vorteksointi, putken k&dntdminen ylésalaisin ja
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Huomautuksia ja ehdotuksia

aineesta siirrettdessa putken ravistaminen voivat aiheuttaa kohdunkaulanéytteille

denaturoitu ndyte endogeenisten epaspesifien RNA-DNA-hybridien

hybridisaatiossa kdytettyyn
Y ) “y 7Y epdtaydellisen  denaturoinnin.  Erityisesti  PreservCyt-
mikroputkeen tai kéytetylle ] T _ o
livosnaytteitd tai  SurePath-sdilytysnestetta  kaytettdessd

kuoppalevylle.
ngitdé  hybridejg  esiintyy todenndkoisesti  ndytteen
denaturointiputken siséseinamillg. Jotta tama
denaturoimaton soluaines ei siirtyisi néytteeseen, pipetin
karki ei saa koskettaa ndytteen denaturointiputken
seindmid siirrettdessé denaturoitua naytettd HPV-koettimen
hybridisaatiossa kaytettyyn mikroputkeen tai kuoppalevyn

kuoppaan.

Kohonneet NC RLU -arvot (>200 RLU). Analyysin loppuosassa suoritus odotetun mukainen.

a) DR2:a inkuboitiin yli 20—  Svorita koe uudelleen jo varmista, eftd sieppaus- ja
25 °C:n lampétilassa. detekointivaiheet inkuboidaan
20-25 °C:n lampétilassa.
b) DR2:a inkuboitin yli 30 Lue kuoppalevy 15 minuutin  kuluttua inkubaatiosta
minuuttia. (viimeistaén 30 minuutin kuluttua inkubaatiosta) 20-25
°C:n lédmpétilassa.

) DR2 tai pesupuskuri Katso “DR2:n kontaminaation tarkastus”, sivu 129, tai

kontaminoitui alkalisen  “Pesulaitteen ja/tai vesilahteen kontaminaation tarkastus”,
fosfataasin ~ tai  DR1:n  sivu 130.
kanssa.

Kokeen analyysin validointi ep&onnistuu. Kohonnut PCX/NCX-suhde.

HRC:n  ja QC2HRin Testaa ndytteet vudelleen. Lue tarkasti kalibraattorin ja
kéidnteinen sijainti. laatukontrollin putkien etiketit, jotta reagensseja ei aseteta

kadnteisesti.

DR2:n kontaminaation tarkastus

1. Pipetoi 75 pl alikvoitua, jdlielle jaanyttd tai alkuperdisessa injektiopullossa olevaa DR2:ta

tyhjaan sieppauskuoppalevyn kuoppaan.
Huomautus: DR2:n testaus kolmena kappaleena tuottaa optimaalisen suorituskyvyn
arvioinnin.

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

3. Mittaa kuoppalevyn kuopat DML-aitteella.
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DR2:n kontrollin on oltava <50 RLU.
Jos DR2-arvot ovat <50 RLU, DR2:ta voidaan kéyttdd arvion toistamiseen.

Jos kontaminoitunut (>50 RLU), ota kéyttddn uusi pakkaus ja toista koe.

Pesulaitteen ja/tai vesilahteen kontaminaation tarkastus

1. Merkitse kuopat 1-4. Pipetoi 75 pl DR2:ta neljaan erilliseen sieppauskuoppalevyn

kuoppaan.

Kuoppa 1 on DR2:n kontrolli.

2.  Pipetoi 10 pl pesupuskuria pesuainepullosta kuoppalevyn kuoppaan 2.

3. Anna pesupuskurin virrata pesuputken lépi. Pipetoi 10 pl pesupuskuria letkusta kuoppalevyn
kuoppaan 3.

4.  Ofa alikvootti vedestd, jota kaytettiin pesupuskurin valmisteluun. Pipetoi 10 pl vetta

kuoppalevyn kuoppaan 4.
5. Inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 15 minuuttia. Suojaa suoralta auringonvalolta.
6. Mittaa kuoppalevyn kuopat DML-aitteella.

DR2:n kontrollin (kuoppa 1) on oltava <50 RLU.

Vertaa RLU-arvoa kuopissa 2, 3 ja 4 DR2:n kontrollin RLU-arvoon. Kuoppien 2, 3 ja 4 RLU-
arvot eivat saa ylittad DR2-kontrollin RLU-arvon 50 RLU:fa.

Arvot, jotka ylittavat DR2-kontrollin 50 RLU:ta, merkitsevét kontaminaatiota. Katso

pesulaitteen pesu- ja kunnossapito-ohjeet kohdasta “Manuaalinen pesumenetelma”, sivu 55.

Automated Plate Washer -laitteen kontaminaation tarkastaminen

1. Merkitse kuopat 1-5. Pipetoi 75 pl DR2:ta viiteen erilliseen sieppauskuoppalevyn

kuoppaan.

Kuoppa 1 on DR2:n kontrolli.

2.  Pipetoi 10 pl pesupuskuria levypesurin pesuainepullosta kuoppalevyn kuoppaan 2.
Pipetoi 10 pl huuhtelunestettd levypesurin huuhtelupullosta kuoppalevyn kuoppaan 3.

4.  Paina levypesurin ndppdimistdn Prime (Esikdsittely) -nappdintd, jolloin pesupuskuri virtaa

letkujen lapi. Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta kuoppalevyn kuoppaan 4.
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5. Paina levypesurin ndppdimistdn Rinse (Huuhtelu) -ndppaintd, jolloin huuhteluneste virtaa

letkujen lapi. Pipetoi 10 pl pesupuskuria syvennyksesta kuoppalevyn kuoppaan 5.
6.  Peitd ja inkuboi 20-25 °C:n lampétilassa 15 minuuttia. Suojaa suoralta auringonvalolta.
7.  Mittaa kuoppalevyn kuopat DML-aitteella.

DR2:n kontrollin (kuoppa 1) on oltava <50 RLU.

Vertaa RLU-arvoa kuopissa 2, 3, 4 ja 5 DR2:n kontrollin RLU-arvoon. Kuoppien 2, 3, 4 ja 5
RLU-arvot eivat saa ylittaa DR2-kontrollin RLU-arvon 50 RLU:tfa.

Arvot, jotka ylittavat DR2-kontrollin 50 RLU:ta, merkitsevét levypesurin kontaminaatiota.

Katso lisdtietoja dekontaminaatioon liittyvistd toimenpiteistd Automated Plate Washer

Kayttdoppaasta (Automated Plate Washer User Manual).

Yhteystiedot

Kayta koekitin mukana toimitettua QIAGENin yhteystietolomaketta oftaessasi yhteyttd oman
alueesi QIAGEN-edustajaan.
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi
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Tama sivu on jatetty tarkoituksella tyhjdksi
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Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample fo 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.).

Téssé asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkejé jne. on pidettéva lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.

T&md tuote ja sen kéyttdmenetelmé on suojattu yhdelld tai useammalla seuraavista patenteista:

Hybrid Capture -tekniikka on suojattu eurooppalaisella patentilla nro 0 667 918, joka on rekisterdity Itdvallassa, Belgi Sveitsissd, Liech inissa, Saksassa, Tanskassa, Espanjassa, Ranskassa, Isossa-Britanniassa,
Kreikassa, Irlannissa, ltaliassa, Luxemburgissc, Alankomaissa ja Ruotsissa.

Yhdysvaltalainen Hybrid Capture -patentti
6,228,578B1
Yhdysvaltalaiset HPV-patentit

5,876,922 @ 5,952,487 ¢ 5,958,674 ¢ 5,981,173

© 2012-2015 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétetéan.
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