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Ihmisen papilloomavirus (HPV) on pieni kaksisdikeinen DNA-virus, joka infektoi
erilaistumiseen kykenevid ihon ja limakalvon epiteelisoluja. Virus levidd
sukupuoliyhdynnin vilitykselld, mutta silld on myos muita levidmistapoja. HPV-infektio
voi aiheuttaa syopéaé genitaalialueiden lisdksi esimerkiksi pdén ja kaulan alueella.

Tutkimukseni tavoitteena oli selvittdd uuden lateral flow —menetelmiin perustuvan
Prevo-Check-pikatestin (Abviris, Hiinfelden, Saksa) herkkyyttd HPV16-vasta-aineiden
osoittamiseksi seerumista. Prevo-Check-testi tehdddn sormenpédsti otetusta veripisarasta
tai seerumindytteestd. Tutkimuksessa vertasin Prevo-Check-testituloksia aikaisemmin
Luminex-pohjaisella menetelmélld saatuihin tuloksiin. Testit perustuvat HPV16L1-
proteiinin vasta-aineiden osoittamiseen, mutta niissd kdytetyt antigeenit ovat erilaisia.
Luminex-menetelméssd tulokset ilmoitettiin keskifluoresenssi-intensiteettind (MFI), ja
raja positiiviselle ndytteelle asetettiin arvolle 400 MFI. Prevo-Check-tulokset analysoitiin
testitikun vérireaktion perusteella.

Tutkimusaineistona kdytettiin seerumindytteitd 34 michestd, jotka olivat osallistuneet
suomalaiseen HPV-infektion tartuntatapoja ja luonnollista taudinkulkua selvittivéddn
tutkimukseen (HUPA). Tutkimukseeni valitut seerumindytteet olivat Luminex-
menetelmédn perusteella joko pysyvésti HPV16-seropositiivisia tai juuri HPV-
serokonvertoituneita. Naytteitd oli yhteensd 40. Jokainen testattiin kuudella eri
ndytevolyymilla.

Prevo-Check-testi antoi positiivisen tuloksen vain noin 15 %:sta Luminex-menetelmalld
positiivisiksi diagnosoiduista néytteistd. Naytteet, joista todettiin korkeat HPV-vasta-
ainetiitterit Luminex-menetelmalld (MFI >1500), olivat positiivisia my0ds Prevo-Check-
pikatestilld. Liséksi Prevo-Check-testi tunnisti positiiviseksi yhden néytteen, jonka MFI
oli matala (noin 600). Pieni ndytevolyymi ja niytteen pitkd reagointiaika antoivat
sadnndllisesti negatiivisen Prevo-Check-testituloksen. Prevo-Check-testin herkkyys ei
lisddntynyt, vaikka seerumindytteen volyymi viisinkertaistettiin.

Luminex- ja Prevo-Check —menetelmien herkkyyserot johtuvat todennékdisesti
antigeenind kdytetyn HPV16L1-proteiinin eri muodoista ja niiden erilaisesta kyvysti
sitoutua seerumin HPV-vasta-aineeseen. Lisdksi Prevo-Check-testissd seerumin HPV-
vasta-aineiden annetaan sitoutua HPVLI-antigeeniin ennen néytteiden analysointia.
Mikéli Prevo-Check-pikatesti osoittaisi seropositiivisuuden ainoastaan kliinisesti
relevanteissa infektioissa, eli produktiivisissd ja kroonisissa HPV16-infektioissa, silld
olisi suuri merkitys HPV-tartunnan diagnosoinnissa ja levidmisen ehkdisyssa.
Pikatestikdyttd edellyttdd kuitenkin menetelmin jatkokehittdmistd ja sen herkkyyden
lisdtutkimusta.

Asiasanat: HPV, HPV-serologia, papilloomavirukset, seurantatutkimus, virologia



1 JOHDANTO

1.1 Thmisen papilloomaviruksen rakenne ja toiminta

Ihmisen papilloomavirus eli HPV on kaksisdikeinen ihmisié infektoiva DNA-virus (de Villiers
ym. 2004). Pienikokoinen virus siséltdd noin 8000 emésparia ja 8 geenid, joista diagnostiikan
kannalta tirkeimpid ovat L1-geeni ja sen tuottama proteiini (de Villiers ym. 2004). Viruksen

tarkeimmat onkogeenit ovat E6 ja E7 (Stanley ym. 2007).

Jo vuonna 1981 julkaistiin alkuperdishavainnot siitd, ettd HPV voi aiheuttaa syOpaa
genitaalialueiden ohella myds pddn ja kaulan alueella (Syrjdnen ja Syrjanen 1981). HPV-
infektio voi genitaalialueiden lisédksi sijaita esimerkiksi kurkunpdén, suunielun ja ruokatorven
alueella (Syrjanen ja Syrjdnen 2000). HPV:std tunnetaan yli 170 tyyppid. Niistd alfa-
perheeseen kuuluvat 12 HPV-genotyyppid voivat aiheuttaa infektoimansa solun
transformaation, joka muuttaa solun asteittain kohti syopédsolua (McCredie ym. 2008, de

Villiers 2013).

IThmisen papilloomavirustyypeisti HPV16 on tirkein sydvédn aiheuttaja (Bosch ym. 1995,
Munoz ym. 2003). Sen perimén rakenne esitetddn kuvassa 1. Viruksen kohdesoluina toimivat

erilaistumiseen kykenevét limakalvon ja ihon epiteelisolut (de Villiers ym. 2004).
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Kuva 1. Kaaviokuva ihmisen papilloomaviruksen tyypin 16 perimin rakenteesta.
(Muokattu ldhteestd: Proteins and Peptides- Re-emergence in Prophylactics and Therapeutics.
http://www.esciencecentral.org/ebooks/advances-in-protein-chemistry/proteins-peptides.php)



1.2 HPV-infektio

Arviolta ldhes jokainen saa jonkin HPV-tyypin aiheuttaman infektion jossain vaiheessa
eldmdinsd (Syrjdnen ym. 1990b, Nieminen 2013). Nadistd genitaalialueen infektio on
maailmanlaajuisesti yksi yleisimmistd sukupuoliyhdynnin vélitykselld levidvistd infektioista
(Partridge ja Koutsky 2006). HPV-infektio voi levitdi myds muuten kuin sukupuoliteitse.
Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd infektio on mahdollista saada jo
varhaislapsuudessa tai sikidajalla. Aiti on lapsensa tirkein tartuttaja (Puranen ym, 1996, 1997,

Rintala ym. 2005, Koskimaa ym. 2012, 2014).

HPV:n luokittelu

Tunnetut HPV-tyypit on jaoteltu infektiokohtansa perusteella iho- ja limakalvotyyppeihin ja
pahalaatuistumistodennékdisyyden perusteella korkean riskin (HR, high risk) ja matalan riskin
(LR, low risk) ryhmiin (zur Hausen 2002, de Villiers ym. 2004, de Villiers 2013). Viruksen
perimddn perustuva luokittelu valmistui vuonna 2004. Tamén luokittelun perusteella on
havaittu, ettd limakalvoa infektoivat HPV-tyypit kuuluvat pédasiallisesti alfa- ja ihoa
infektoivat beta-ryhmin papilloomaviruksiin (de Villiers ym. 2004). Rokote kahta yleisinta
korkean syopériskin HPV-tyyppid, HPV16:ta ja HPV18:aa, vastaan otettiin kdyttoon Suomessa

vuonna 2013 (Sosiaali- ja terveysministerion asetus 410/2013).

Eri HPV-tyyppien aiheuttamat infektiot ovat hyvin erilaisia. Suurin osa héviii, mutta pieni osa
kroonistuu ja voi johtaa syovin asteittaiseen kehittymiseen (McCredie ym. 2008, Louvanto
ym. 2011, Rintala ym. 2012). HPV-infektiot voidaan jakaa niille tyypillisten piirteiden osalta
kolmeen ryhmidn — latentteihin, kliinisiin ja subkliinisiin. Latentti infektio saattaa olla
olemassa jopa vuosikymmenid, mutta yleensd se hdvidé lopulta itsestdén (Pfister 1984). Se ei
aiheuta potilaassa kliinisid muutoksia, ja myds infektiokohdan epiteelin histologia tai sytologia
voi olla normaali (Syrjdnen ym. 1990a). Nimensd mukaisesti kliininen infektio aiheuttaa
potilaassa kliinisid muutoksia, kuten syylid tai kasvaimia. Myos infektiokohdan epiteelin
histologia ja sytologia poikkeavat normaalista. Subkliinisen infektion seurauksena epiteelin
histologiassa on havaittavissa vain pienid muutoksia, kliinisid muutoksia ei havaita lainkaan.

(Syrjénen ja Syrjdnen 2000.)

Miesten HPV-infektiot
Suurin osa tdhdn paivdin mennessi tehdyistd HPV-tutkimuksista on keskittynyt naisiin. Koska
viruksen aiheuttamat infektiot kohdistuvat kuitenkin yhtd lailla molempiin sukupuoliin, on

erittdin tirkeda tutkia niiden vaikutuksia my6s miehissa.



Miehiin kohdistuvia tutkimuksia on vidhén, ja ne viittaavat oireettomien HPV-infektioiden
yleisyyteen; piilevd genitaalialueen infektio esiintyy arviolta jopa 72 %:lla miechisti
(Hippelédinen 1993, Partridge ja Koutsky 2006, Nielson ym. 2007, Giuliano ym. 2008a, 2008b,
Syrjanen 2009a, 2009b, Kero ym. 2011). Infektion esiintyvyystiheyden vaihtelu eri ldhteiden
vélilld johtuu esimerkiksi ndytteenottotapojen, kdytettyjen menetelmien ja aineistojen koon
erilaisuudesta. Lisdksi Syrjdsen tutkimusryhmin viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd oireettomat suun limakalvon HPV-infektiot ovat yleisid my0ds miehilld (Rintala ym. 2006,

Louvanto ym. 2010, Rautava ym. 2012, Syrjdnen ym. 2012).

HPV-infektioiden yleisyyttd ilmentdd my0s Hippeldisen tutkimus. Vuonna 1993 Hippeldinen
tutki ihmisen papilloomaviruksen esiintyvyyttd Suomen armeijassa. Aineistona toimivat 432
suomalaisen miehen genitaalialueen irtosolundytteet. Néistd 17 % sisdlsi HPV-DNA:ta ja noin
6 %:lla miehistd havaittiin genitaalialueen syylid. Koehenkil6istd 10,4 % kertoi sairastaneensa

jonkin sukupuolitaudin. (Hippeldinen 1993.)

1.3 HPV-infektion diagnostiikka

Perinteisesti HPV-diagnostiikka on perustunut viruksen aiheuttamien solumuutosten
toteamiseen erilaisten kokeiden, kuten papa-ndytteiden, avulla. Suomessa ajan myota
lisddntynyt papa-seulonta on vihentédnyt huomattavasti kohdunkaulan syopien ilmaantuvuutta
(Hakama ja Hristova 1997, Suomen Syopérekisteri 2007). Viime aikoina myds viruksen
perimdédn tai sen geenituotteiden osoittamiseen perustuvat menetelmét on otettu monessa
maassa kayttoon osana papa-ndytteiden analytiikkaa (Arbyn ym. 2015). Suomessa HPV-

testausten siséllyttdminen osaksi joukkotarkastusta on vasta harkintavaiheessa.

Periméin perustuva detektointi

HPV-diagnostiikka perustuu viruksen ja néytteen DNA- tai RNA-emdisjirjestysten
vastaavanlaisuuteen. HPV:n perimdin perustuvan testauksen haasteena on saada riittdvésti
tumallisia epiteelisoluja infektoituneesta kudoksesta tutkimusta varten (Kellokoski ym. 1992,
Kero 2014). HPV:n osoittamiseen soveltuvia, ndytteen ja viruksen nukleiinihappojen
hybridisaatioon perustuvia menetelmid ovat esimerkiksi PCR (Polymerase chain reaction,
polymeraasiketjumonistus), ISH (In situ hybridization, in situ -hybridisaatio), SB (Southern
blotting, southern blot -menetelmi) sekd DB (Do blot hybridization, do blot -hybridisaatio).
1980-luvulla kehitetty SB-menetelmd on usein mielletty yhdeksi kaikkien aikojen
toimivimmista HPV:n osoitusmenetelmistd, koska sen avulla on tunnistettu uusia HPV-

tyyppejd. Menetelmdn haittana on kuitenkin se, ettd siind tarvitaan paljon DNA:ta ja



menetelmin suoritus on aikaa vievi. Nykyisin eniten  kédytetddnkin
polymeraasiketjumonistusta, silldi sen avulla hyvin pienistdi DNA-niytteistd saadaan
monistettua nopeasti ja vaivattomasti jopa miljoonakertaisia miirid (Rautava ja Syrjdnen

2011).

Luminex-pohjainen HPV-DNA-testi Multimetrix

Luminex multiplex —menetelmadn perustuvalla HPV-DNA-testilld (Multimetrix kit, Progel,
Heidelberg, Saksa) niytteestd voidaan tutkia kerrallaan yhteensd 24 HPV-genotyyppid
seuraavasti: korkean riskin HPV-tyypit (HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68, 73 ja 82) ja matalan riskin HPV-tyypit (HPV6, 11, 42, 43, 44 ja 70). Multimetrix-
testi koostuu pienisti erivérisistd metallihelmisti, joihin on kiinitetty viarin mukaisesti eri HPV-
tyypin oligonukleotideja. Lisdksi ndytteen edustavuus varmistetaan helmiin kiinnitetylld -
globiinioligonukleotidilla sekd menetelmdéd tarkkailevilla positiivisilla ja negatiivisilla
niytteilli. Metallihelmien annetaan hybridisoitua niytteestdi monistetun HPVLI-DNA:n
kanssa. Monistuvaan L1-alueeseen liitetdédn myos biotiini. Biotiinihybridi reagoi timén jilkeen
fluoresoivalla R-fykoerytriinilld merkityn streptavidiinin kanssa. Testitulosten analysointi
tapahtuu Luminex-analysointilaitteella, joka suuntaa kaksi erivédristd lasersddettd ndytteisiin.
Punainen laser tunnistaa metallihelmet ja vihred helmiin kiinnitetyt néytteet. (Schmitt ym.
2006, Arney ym. 2010.) Testitulokset ilmoitetaan Multimetrix-testissd keskifluoresenssi-
intensiteetin (MFI) muodossa. MFI:n raja-arvot on esitetty kappaleessa 2.1. HPV-DNA:n

detektointi Luminex multiplex -menetelméllé on esitetty kuvassa 2.
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Kuva 2. Luminex multiplex -menetelmén toimintaperiaate HPV-DNA-diagnostiikassa (Schmitt ym.
2006).

Kaupallisia HPV-DNA-ja -RNA-testeji

Markkinoilla on useita HPV:n perimédn tunnistamiseen perustuvia diagnosointimenetelmid.
Esimerkkejd ovat Aptima (Hologic, San Diego, California, USA), Cobas® HPV test (Roche
Molecular Systems, Pleasanton, California, USA) ja Hybrid capture (Digene Corporation,
Gaithersburg, Maryland, USA). Aptima tunnistaa nédytteestd 14 korkean riskin HPV-tyypin E6-
ja E7-onkogeenien ldhetti-RNA:ta (Castle ym. 2007). Cobas- ja Hybrid capture -testi
perustuvat HPV-DNA:n detektointiin. Cobas tunnistaa korkean riskin HPV-tyyppien DNA:ta
(Cobas® HPV Test, molecular.roche.com). Hybrid capture -testi detektoi yli 20:n eri HPV-
tyypin DNA:ta. Ndytteen HPV-DNA muodostaa testissd koettimena kdytetyn HPV-RNA:n
kanssa hybridimolekyylin. (Arney ym. 2010.)

HPV-serologia

Serologiset menetelmit perustuvat proteiinien osoittamiseen seerumindytteistd. Esimerkiksi
infektioiden diagnosointi perustuu usein serologisiin testeihin, jotka havaitsevat kyseiselle
infektiolle spesifisid proteiineja potilaiden veri- tai seerumindytteistd. HPV-vasta-aineiden
osoittamista serologisista ndytteisti ei ole vield onnistuttu kéyttimdin diagnostisena
menetelmind, silli HPV-serologialla on toistaiseksi ollut huono korrelaatio infektion

aiheuttamiin kliinisiin muutoksiin.



ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) on mééritysmenetelmi, joka perustuu vasta-
aineen ja antigeenin pariutumiseen (Kuva 3). Mikéli nédyte siséltdd vasta-aineita tutkitulle
proteiinille, muodostuu vasta-aineen ja proteiinin vélille kompleksi. Sen seurauksena vasta-
aineeseen kiinnittynyt entsyymi saa aikaan vérireaktion. (ELISA Principle Basis and

Extension, elisa-antibody.com.)
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Kuva 3. ELISA-menetelmén toimintaperiaate (Sehr ym. 2001).

ELISA-menetelmddn perustuva testi koostuu mikrotiitterilevystd, joka on péaillystetty
antigeenilld. Naytteen sisdltimén primaarisen vasta-aineen annetaan reagoida levylld olevan
antigeenin kanssa. Seuraavaksi lisétddn sekundéérista vasta-ainetta (IgG), johon on kiinnittynyt
jokin virireaktion aiheuttava entsyymi. Mikili tutkittu ndyte on positiivinen, syntyy
vérireaktio. (ELISA Principle Basis and Extension, elisa-antibody.com.) ELISA:sta on
olemassa useita erilaisia variaatioita, joista lateral flow - ja Luminex multiplex -menetelmét

ovat esimerkkeina.

Lateral flow —menetelmé

Lateral flow —menetelmd on monille kuluttajille tuttu raskaustesteisti, mutta HPV:n
testaukseen sitd ei ole aiemmin kéytetty. Menetelma perustuu kapillaari-ilmion ja aineen eri

olomuotojen hyddyntidmiseen testitikussa.

Aluksi tutkittavan seerumindytteen annetaan reagoida HPVLI proteiinin kanssa. Tdémén

jilkeen ndyte pipetoidaan testitikun alkukuoppaan, josta se kulkeutuu kapillaarivoimien



ansiosta ylospdin kohti testi (T)- ja kontrollialuetta (C). Néilld alueilla sijaitsevat kuivat,
immobilisoidut konjugaatit, joihin nesteen mukana kulkeutuva vasta-aine mahdollisesti
sitoutuu. Testilinjan pitdisi pysyd negatiivisena, koska seerumin vasta-aineet on sidottu levylle
jo ennen ndytteen pipetointia. Antigeenin sitoutuminen konjugaattiin aiheuttaa paljaalla
silmdlld ndhtdvédn virireaktion. (Ngom 2010.) Lateral flow -menetelméin toimintaperiaate

esitetddn kuvassa 4.

Test line
Control line

Flow direction

Membrane

Sample pad Adsorbent pad

Conjugate pad Adhesive backing

Kuva 4. Lateral flow —menetelmaélla toimiva testi (Assadollahi ym. 2009).

Luminex multiplex -pohjainen HPV-serologiatesti

Luminex multiplex -pohjainen HPV-vasta-ainetesti on sovellettu versio perinteisesti ELISA-
menetelmistd. Testilld voidaan tutkia samanaikaisesti viruksen neljdd eri antigeenid. Testi
koostuu polystyreenihelmistd, joihin on kiinnitetty HPV:n tyyppien 16 ja 18 proteiineja
antigeeni-vasta-ainekompleksin detektion mahdollistavassa muodossa (esim. HPVLI-
glutationi-S-transferaasi-fuusioproteiini). Mikéli seerumindyte sisdltdd vasta-aineita tutkituille
proteiineille, muodostuu niiden vilille kompleksi. Néytteen positiivisuudesta eli kompleksin
syntymisestd viestii vérireaktio. Néytteet analysoidaan Luminex-analysointilaitteella, joka

tulkitsee niitd kahdella eriviriselld lasersdteelld. (Sehr ym. 2001.)

1.4 Tutkimuksen tavoitteet

Tutkimusprojektin tavoitteena oli tutkia lateral flow -menetelmélld toimivaa HPV-testid, joka
tunnistaa HPV16L1-proteiinille tuotettuja seerumivasta-aineita (Prevo-Check, Abviris,
Hiinfelden, Saksa). Tavoitteena oli verrata tdimédn uuden pikatestin herkkyyttd aikaisemmin

kayttimddmme Luminex-pohjaiseen menetelmiin.



Nykyiset HPV-diagnostiikan menetelmét ovat haasteellisia. Ldhes kaikki vaativat paljon
resursseja, kuten aikaa, rahaa ja erikoisosaamista. HPV:n testauksesta tulisi huomattavasti
helpompaa ja taloudellisempaa pikatestin myotd. Testaus ei vaatisi kalliita laitteita tai
laboratorio-olosuhteita, vaan kuluttaja voisi suorittaa sen itsendisesti kotioloissa. Testitulokset
voitaisiin saada pikatestilld jo noin kahdessakymmenessd minuutissa, miké olisi huomattavasti
muita nykyisid HPV-testeji nopeammin. Pikatestin ongelmana kuitenkin on, etti sen
perusteella ei voi paitella, keilld HPV-positiivisista on HPV:n aiheuttama sy0pé tai sen esiaste.
Arviolta ldhes kaikki saavat HPV:n aiheuttaman infektion jossakin eldminsi vaiheessa, mutta
vain pieni osa infektioista kroonistuu ja aiheuttaa sydvin esiastemuutoksia tai varsinaisen

syovén. Pahanlaatuiset muutokset tulisi kyetd toteamaan muutosten varhaisvaiheessa.

Serologia on monen virusinfektion, kuten esimerkiksi hepatiitti B:n, osalta diagnostisesti
toimiva, mutta HPV:n osalta vastaavaan tarkkuuteen ei ole pédsty, koska infektio on
paikallinen eikd yleissairaus. HPV:n eldménkaari infektoituneessa epiteelissd on toistaiseksi
vield osittain tuntematon. Prevo-Check-pikatesti, joka perustuu HPV:n koko L1-proteiinia
vastaan muodostuvien vasta-aineiden tunnistamiseen verestd, voisi olla toimiva produktiivisen,
eli virusta tuottavan infektion toteamiseksi. Testid olisi mahdollista hyddyntdd myds hoitojen
tehokkuuden arvioinnissa seuraamalla viruksen vasta-ainetiittereiden laskua. Viel4 toistaiseksi
HPV-serologialla on ollut vihdinen merkitys kliinisessd diagnostiikassa, koska vasta-aineet
ovat korreloineet huonosti infektioon tai sen aiheuttamiin kliiniseen oireisiin. Esimerkiksi
tutkimusten perusteella noin puolet potilaista, joilla on diagnosoitu HPV:n aiheuttama

kohdunkaulansy6pd, ovat HPV-seronegatiivisia (Carter 1997).

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Tutkimuksen taustaa: HUPA-tutkimus

HUPA-tutkimus on Turun hammaslddketieteen laitoksen ja Turun yliopistollisen
keskussairaalan yhdessd kehittdmd monivuotinen HPV-seurantatutkimus. Tutkimuksen
tarkoituksena on ollut selvittdd viruksen dynamiikkaa ja tartuntareitteji suomalaisissa
perheissd. Erityisen mielenkiinnon kohteena ovat olleet varhaislapsuudessa saadut HPV-
infektiot. Tutkimuksen toteuttamiselle on saatu lupa Varsinais-Suomen sairaanhoitopiirin
kuntayhtymaén eettiseltd toimikunnalta (#2/1998, #2/2006 ja #2010). HUPA-tutkimuksesta on

julkaistu 22 artikkelia ja nelja véitoskirjaa.



HUPA-tutkimus aloitettiin vuonna 1998 ja siithen osallistui 329 raskaana olevaa naista, 131
puolisoa ja heille syntyneitd lapsia. Miehistd 122 osallistui seurantakdynteihin. Suun ja
genitaalialueen HPV-infektioiden esiintyvyyttd seurattiin perheenjdsenissd kuuden vuoden
ajan. Heiltd kerittiin sukupuolesta riippuen suun ja genitaalialueen irtosolundytteiden lisdksi
veri-, sylki-, didinmaito-, virtsaputki- sekéd siemennestendytteet ennen lapsen syntyméa ja 2kk,

okk, 12kk, 24kk, 36kk ja 72kk lapsen syntymén jilkeen. (Louvanto ym. 2013.)

Miehii koskevat tulokset

HUPA:n seitsenvuotiseen seurantatutkimukseen osallistuneet miehet olivat keski-idltddn 29-
vuotiaita. Tutkimuksen koehenkiloiden valintakriteereihin ei sisdltynyt HPV-statusta tai
sukupuolielimén rajoituksia, joten miesten taustat poikkeavat toisistaan ndiltd osin. Miehisti
79,6 % kertoi, ettei ole koskaan sairastanut mitdén sukupuolitautia. Miehistd 14,0 % oli ollut
koko eldménsd aikana vain yhden tai kahden ihmisen kanssa sukupuoliyhteydessd. Yli
kymmenesté seksikumppanista kertoi 39,5 %. (Syrjdnen ym. 2015.) Seksikumppanien suuren
madrin tiedetddn lisddvan genitaalialueen HPV-infektioiden riskid merkittavasti (Dunne ym.

2006).

Ennen HUPA-tutkimuksen alkua tutkimukseen osallistuneiden miesten ndytteet testattiin
erittdin herkédlld HPV-diagnostiikan menetelmalld, sisdkkdisen PCR:n ja Multimetrix HPV-
genotyypityksen yhdistelmélld. Genitaalindytteistd 35,9 % ja virtsaputkindytteistd 22,7 % oli
positiivisia. Seitsemdn vuoden jdlkeen jérjestettyyn viimeiseen kdyntiin osallistui
koehenkildistd endd vain noin kolmasosa. Tuolloin genitaali- ja virtsaputkindytteistd noin 33

% (15/46) ja noin 22 % (10/45) oli positiivisia. (Kero 2014.)

2.2 Tutkimuksen aineisto

HUPA -tutkimukseen osallistuneiden miesten seeruminéytteitd, jotka olivat Luminex-pohjaisen
testin mukaan joko pysyvisti HPV16-positiviisia tai juuri HPV-serokonvertoituneita (Syrjdnen
ym. 2015), kiytettiin aineistona tutkittaessa Prevo-Check-testin kykyd tunnistaa HPV-
positiivisia ndytteitd. Ndytteitd oli yhteensd 40, ja ne olivat perdisin 34:std eri miehestd. HUPA-
tutkimuksen aikana kahdelta mieheltd oli otettu neljd seerumindytettd, muilta miehiltd vain
yksi. Henkildiden suun alueen HPV-DNA-status oli tiedossa koko kuusivuotisen seurannan
ajalta aikaisempien tutkimusten perusteella. Myos genitaalialueen HPV-DNA-status oli
tiedossa tutkimuksen alku- ja lopputilanteissa. (Kero ym. 2011.) Irtosolundytteet tutkittiin
kdyttden kappaleessa 1.3 kuvattua Luminex-pohjaista HPV-DNA-testid. Valitut

seerumindytteet oli aikaisemmin tutkittu my6s Luminex-menetelmdin perustuvalla



menetelmalld, jossa metallihelmiin oli kiinnitetty HPV16L1-proteiini. Tdssd vasta-ainetestissi
keskifluoresenssi-intensiteetin (MFI) raja positiiviselle niytteelle oli asetettu arvolle 400 MFI
(Kero ym. 2011). Prevo-Check-tutkimukseen valittujen seerumindytteiden MFI-arvot

HPV16L1-vasta-aineelle vaihtelivat rajoissa 204,5-2842 MFI.

2.3 HPV-vasta-aineita osoittava pikatesti Prevo-Check

Prevo-Check-testipaketti koostuu testitikun liséksi kahdesta pipetistd sekd 120ul HPV16L1-
proteiiniliuosta sisdltdvdstd reagenssiputkesta. Ennen kuin kokoveri- tai seerumindyte
pipetoidaan testitikulle, se sekoitetaan HPV16L1-proteiiniliuoksen kanssa. Naytteessd
mahdollisesti olevat HPV16L1-vasta-aineet pddsevit tdlloin muodostamaan komplekseja
Prevo-Check-testiliuoksessa olevan HPV16L1-proteiinin kanssa. (Prevo-Check®, abviris.de).

Testin toimintaperiaate esitetddan kuvassa 5.

NEGATIV Negatiivinen testitulos
Es erscheinen 2 Linien. Eine Linie erscheint in dem Bereich der Syntyy kaksi virireaktiota. Toinen

Kontrolllinie (C) und eine weitere im Bereich der Testlinie (T). Ein tvv kontrolli- (C) ia toi
negatives Ergebnis zeigt an, dass keine HPV16 L1 Antikorper in der syntyy kontrolli- (C) ja toinen

Probe vorhanden sind oder diese unterhalb der Nachweisgrenze des testialueelle (T). Negatiivinen testitulos
Tests liegt. Hierbei konnen die Linien unterschiedlich stark gefarbt sein,

viittaa siihen, ettei ndyte sisélla

| HPV16L1-vasta-aineita, tai ettd
1 ndytteen vasta-ainepitoisuus on liian
POSITIV: Eine Linie erscheint in dem Bereich der Kontrolllinie (C). Es mata_la V01dak.see.r.1 '_[ulla t.estln )
erscheint keine Linie im Bereich der Testlinie (T). Ein positives Ergebnis havaitsemaksi. Virireaktiot voivat olla
zeigt an, dass HPV16 L1 Antikorper in der Probe vorhanden sind eri vahvuisia.

Positiivinen testitulos

Kontrollialueelle (C) syntyy vérireaktio.
Testialueelle (T) ei synny vérireaktiota.
Positiivinen testitulos tarkoittaa, ettd

UNGULTIG: Die Kontrolllinie erscheint nicht. Ungenugendes ndyte sisdltdd HPV16L1-vasta-aineita.
Probenvolumen, abgelaufene Tests oder fehlerhafte
Vorgehensweise sind die wahrscheinlichsten Ursachen Mitatoity testitulos
dafur, dass die Kontrolllinie nicht erscheint . . g .
. ] Kontrollialueelle ei synny vérireaktiota.
- T Liian pieni nédyte, vanhaksi mennyt testi

ja virheellinen testin suoritustapa ovat
todenndkoisimmat syyt sithen, miksi
kontrollialueelle ei synny vérireaktiota.

Kuva 5. Prevo-Check -testiliuskan toimintaperiaate. (Prevo-Check® http://abviris.de/pdf/pc.ifu.GB.pdf)
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Prevo-Check-testin virireaktiot

Testitulos on positiivinen, mikdli seerumindyte sisdltid HPV16L1-vasta-aineita. Koska
positiivisen  seerumindytteen HPVI16L1-vasta-aineet ovat sitoutuneet Prevo-Check-
testiliuoksen HPV16L1-proteiineihin, jéljelld ei ole HPV16L1-proteiinia, joka sitoutuisi
testiliuskan testialueella kultapartikkeleilla merkattuun HPV16L1-vasta-aineeseen. Téten
Prevo-Check-testiliuskan T-alueelle ei synny vérireaktiota. Ainoastaan kontrollialueelle (C)
syntyy virireaktio, sillé testiliuskan C-alueella sijaitsee testin toimivuutta sddtelevi itsendinen,

immunologinen kontrolli, joka on aina positiivinen testin toimiessa oikein.

Mikili verindyte ei sisdlli HPV16L1-vasta-aineita, on testitulos negatiivinen. Veren ja
proteiiniliuoksen muodostama yhdiste sisédltdd télloin vapaata HPV16L1-proteiinia, joka
sitoutuu testitikun T-alueen HPV16L1-vasta-aineeseen aikaansaaden virireaktion. C-ja T-

alueella havaitaan virireaktio.

2.4 Tutkimuksen eteneminen

Aluksi tutkittu seeruminédyte noudettiin —70-asteisesta pakastimesta sulamaan 0-asteisille jille
testausten ajaksi. Kaikista seerumindytteistd testattiin viisi eri ndytevolyymia, jotta selvidisi,
minkd suuruisella seerumindytteelld saadaan Prevo-Check—tikkutestissd paras testitulos.
Valmistajan ohjeen mukainen niytevolyymi oli 25ul. Jokaiselle seerumindytteelle numeroitiin
viisi HPV16L1-proteiinilivosta sisdltdvdd Eppendorf-putkea numeroin 1-5 vastaamaan
tilavuuksia Sul, 10ul, 15ul, 20ul ja 25ul. Numero yksi vastasi pienintd tilavuutta ja numero
viisi suurinta. Viiden edelld mainitun ndytevolyymin lisdksi testitikun toimivuutta testattiin

jatkotutkimuksessa 50ul:n suuruisilla seerumindytteilld, ja niitd merkittiin numerolla kuusi.

Kun seerumindyte oli sulanut, sitd pipetoitiin halutun suuruinen mééra koeputkeen, joka sisélsi
Prevo-Check-testin ~ HPV16L1-proteiinilivosta.  Seerumin lisdyshetkelld  sekuntikello
kdynnistettiin soimaan kymmenen minuutin paistd. Seerumin ja proteiiniliuoksen siséltdmaa
ndytettd sekoitettiin pipetoimalla noin viisi kertaa ylos-alas. Sen jdlkeen sitd vorteksoitiin ja

lopuksi sentrifugoitiin muutaman sekunnin ajan.

Kymmenen minuutin kuluttua 100ul néytettd pipetoitiin  Prevo-Check-testiliuskan
niytekuoppaan. Sekuntikello kdynnistettiin soimaan viiden minuutin kuluttua. Kun aika oli
kulunut, testitikulle muodostuneet virireaktiot (viivojen lukumddrd ja voimakkuus)
analysoitiin silmdmaérdisesti. Vérireaktion vahvuutta arvioitiin asteikolla 1-3 niin, ettd numero
kolme vastasi hyvin vahvaa ja numero yksi heikkoa vérireaktiota. Myds muut huomionarvoiset

seikat kirjattiin taulukkoon 1. Kymmenen minuutin jilkeen testiliuskan vérireaktioista tehtiin
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samat havainnot kuin edelld, ja nekin kirjattiin taulukkoon 1. Jatkotutkimuksen tulokset

kirjattiin taulukkoon 2.

3 TULOKSET

3.1 Prevo-Check—tikkutestin tulokset pienilli nivtevolyymeilla

Prevo-Check—testilld vain 12,5 % (5/40) Luminex-pohjaisella testilla HPV-positiivisiksi
todetuista ndytteistd oli positiivisia. Kaikki muut ndytteet antoivat negatiivisen tuloksen.
Tulokset esitetddn taulukossa 1 ja valokuvat negatiivisesta ja positiivisesta Prevo-Check-

tikkutestistd kuvissa 6 ja 7.

£

Abviris

Kuva 6. Negatiivinen Kuva 7. Positiivinen
Prevo-Check-testitulos Prevo-Check-testitulos

Prevo-Check-testi tunnisti positiivisiksi néytteet, joilla oli Luminex-testissd korkea
keskifluoresenssi-intensiteetti (1564, 2081, 2197, 2842 MFI). Liséksi se tunnisti positiiviseksi
ndytteen 168/36, vaikka sen keskifluoresenssi-intensiteetti oli vain 600,1 MFI. Poikkeuksena
oli ndyte 91/pre, joka korkeasta keskifluoresenssi-intensiteetistddn (2779 MFI) huolimatta oli

Prevo-Check-testissd kymmenen minuutin jélkeen negatiivinen.
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Seerumia tarvittiin keskiméérin vahintdén 20pl, jotta ndyte oli kymmenen minuutin jélkeen
positiivinen Prevo-Check-testissd. Yhden niytteen (168/12) kohdalla positiivinen tulos saatiin
jo 15ul:n suuruisella ndytteelld. Edelld mainittu ndyte oli my0ds ainoa, joka antoi positiivisen

tuloksen viiden minuutin jdlkeen jo 10ul:n suuruisella nédytteella.

3.2 Jatkotutkimuksen tulokset

Kun Prevo-Check-tikkutestilld tutkittiin 50pul:n suuruisia seerumindytteitd, noin 15 % (6/40)
Luminex-pohjaisella testilla HPV-positiivisiksi todetuista ndytteistd diagnosoitiin positiivisiksi
kymmenen minuutin jdlkeen. Loput ndytteet olivat suuresta ndytetilavuudesta huolimatta
edelleen negatiivisia. Prevo-Check-jatkotutkimuksen tuloksia on verrattu Keron ym. (2011)
vastaaviin vasta-ainepohjaisella Luminex-menetelmélld saamiin tuloksiin taulukossa 2. Lisdksi
taulukossa 2 on esitetty tulokset koehenkildiden HPV-DNA-analyysistd (Kero ym. 2011).
Koehenkildiden HPV-DNA-positiivisuuden ja Prevo-Check-testitulosten vélilld ei havaittu

korrelaatiota.
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Taulukko 1. HPV-diagnoosi tutkimusaineiston seerumindytteistd Prevo-Check-pikatestilld, kun reaktioaikana A) 5 min, ja B) 10 min.

A. Prevo-Check-testitulokset, kun ndytteen reaktioaika testitikulla 5 min

D Volume1l| Notes |Volume2| Notes |Volume3 Notes Volume 4| Notes Volume 5 Notes
T,C T,C T,C T,C T,C
9/pre 2,1 2,1 2,1 2,1 1,1
23/pre 3,1 2.1 Pani 250 2.9
29/pre 3,1 2,1 2,1 2,1 2,1
35/36 3L 2,1 2,1 2.1 C weak 2,1- C weak
36/pre 2,1 1,0 1,1 Tvery weak 0.1 positive 0,1 positive
37/pre 2,1 20 1,1- C weak 1,1- C weak 1,1
39/pre 2,1 I 2,1- C weak 2,1- C weak 2,1- C weak
45/pre ik 30 2,1 ok 17
62/pre 2,1 2,1 2;1 2:1 2,1
77/pre 2,1 2,1 2,1 210 25l
81/pre 3,1 31 2,1 2,1- C weak 21
82/pre Pl 7 2,1- C weak 2l 1.1
83/pre 3.1 2;1 2,1 C weak 2,1 2,1- C weak
91/pre i 5 1.1 1-,1 T very weak 1-,1 Tvery weak 0,1 positive
96/12 3,1 24 2:1 2.1 1,1
105/pre 3yl Ehal 2,1 3 2l
128/12 3,1 21 2,1 2,1 2.
138/pre 3,1 2,1 2,1 2,1 2,1
151/pre 3,1 2,1 2,1 2,1 2,1
159/pre 3,1 2,1 31 2 21
166/pre 2,1 21 2,1- C weak 2,1- C weak 2,1- C weak
168/pre 3l 2 1,1 Il 15
168/12 1-,1 T very weak 01 positive 01 positive 0,1 positive 0,1- positive, C weak
168/24 2,1 2,1 1,1 1.1 0,1 positive
168/36 2,1 2:1 1,1 1,1 T very weak 0,1 positive
177/pre 3,1 2,1- C weak 2,1 C weak 2,1 2k
182/pre 3,1 2,1- C weak 2,1 2:1 2,1
184/pre 3,1 2 2,1 3,1 241
201/pre 3,1 21 2,1 251 2,1
210/12 ND 251 2,1 1-,1 T very weak 2,1- C weak
216/24 3,1 21 1,1 11 1,1- C weak
237/pre el 2 2,1 250 2,1- C weak
273/pre 251, 2s1: 2,1 2,1- C weak 7 C weak
287/pre 1,1 ikl 0, 1- pos., C weak 0,1 positive 0,1 positive
288/pre 3,1 3,1 3,1 3,1 3,1
288/12 3,1 ol 1,1 o 25!
288/24 351 31 2,1 2,1 1,1- C weak
288/36 3,1 2 2,1 25 2,1
289/pre ND 2,1- C weak 3,1 2,1- C weak 2, 1- C weak
306/pre 2,1 2.1 = il 21 C weak 2,1- C weak
VOLUME STRIPES COLOUR
1=5pl T=test 3=very strong Positive
2=10ul C=control 2=strong Unclear
3=15ul 1=weak ND (not
4=20ul 1-=very weak detected)
5=25ul O=invisible

B. Prevo-Check-testitulokset, kun néytteen reaktioaika testitikulla 10 min
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9/pre
23/pre
29/pre
35/36
36/pre
37/pre
39/pre
45/pre
62/pre
77/pre
81/pre
82/pre
83/pre
91/pre
96/12
105/pre
128/12
138/pre
151/pre
159/pre
166/pre
168/pre
168/12
168/24
168/36
177/pre
182/pre
184/pre
201/pre
210/12
216/24
237/pre
273/pre
287/pre
288/pre
288/12
288/24
288/36
289/pre
306/pre

Volume 1
T,C
2,1
3,1
3.1
31
2.1
3,1
3,1
3,1
3,1
2l
3.1
31
3,1
1,1
3,1
351
3,1
3,1
3,1
3,1
3.1
3,1-
1,
2,1
21
3l
31
3,1
3.1
ND
3,1
3,1
=
2,1
3,1
3,1
3,1
34
ND
il

Notes

C weak

Volume 2

T.C
2,1
3,1
2,1
)
2,1
3,1
2.1
31
3,1
3,1
3,1
251
3,1
1,1
2,1
3,1
2,1
2,1
2,1
31
3,1
1,9
1510
2,1
2,1
2,4
3,1
3,1
3,1
3,1
2.
3,1
3,1
1,0
3,1
7,41
3,1
3
3,1
7l

Notes

C weak

C weak

Volume 3

T,C
2,1
2.1
2,4
2.1
151
21
21
2,1-
2,1
2.1-
2,1
2,1-
2,1-
11
2,1
3,1
2,1
2,1
2,1
3,1
3,1
2,1
0,1
2,1
1,1
2.4
2,1
3,1
2,1
2
7,1
74
3,1
i
3,1
2,1
2.4
2l
3,1
7,1l

Notes

C weak
Cweak

C weak

C weak
Cweak

positive

T very weak

Volume 4
T,C
2,1
2,1
21
2,1
0,1
2,1
3,1
il
2;1
2,1-
2,1-
2,1
2;1
1-1
2,1
gril
2,71
2,1
2,1
2,1
251
25
0,1
1,1
1,1
2,1
3;1
3,1
2,1
2l
1,41
2l
3,1
0,1
3,1
2
2;1
20
2,1
CEE

Notes

C weak

C weak
positive

C weak
Cweak

positive

T very weak

positive

C weak

Volume 5
T,C
2,1-
271
2,1
2,1-
0,1
22
2,1-
2,1
2,1
2l
2, 1-
2,1-
2,1
1,1
2,1
3,1
2,1
21
2,1
3;1
2,2
1,1
0, 1-
0,1
0,1
21
2,1
2,1
2,1
2,1-
1,1
2,1-
2,1-
0,1
3,1
2,1
2,1-
2,1
2,1
5,7

Notes
C weak
C weak
positive

C weak

C weak
C weak

T very weak

pos., C weak
positive
positive

C weak
C weak

C weak
positive

C weak



Taulukko 2. Prevo-Check-pikatestitulosten (A) verrattuna Luminex-menetelmén tuloksiin (B), sekd HPV-DNA-analyysituloksiin (C).

A B C

ID Vol.6 (5 min) Notes Vol.6 (10 min) Notes HPV16L1 Mouth Semen/urethra

T,C T,C MFI HPVtype HPV type VOLUME
9/pre 2-, 1+ 2, 1+ 252.00 ND ND 1=5pl
23/pre 2l 2,1+ 243.00 HPV11 HPV18 2=10ul
29/pre 2;:1 3,4 531.00 HPV-neg. HPV-neg. 3=15ul
35/36 2 Sl 213.4 HPV-neg. ND 4=20ul
36/pre 0,1 Positive 0,1 Positive 2081.00 HPV-neg. HPV43 5=25ul
37/pre 2. 371 213.00 HPV-neg. HPV51 6=50 pl
39/pre 2 2l 378.00 HPV-neg. HPV6
45/pre 2,1 2nl 201.00 HPV-neg. HPV6,16,33 STRIPES
62/pre Z,1 2.1 339.00 HPV-neg. HPV-neg. T=test
77/pre 2.1 2.1 216.00 HPV11&16 HPV-neg. C=control
81/pre 2,1 2,1 227.00 HPV-neg. HPV33,56
82/pre 2-,1 2,1 613.00 HPV-neg. HPV-neg. COLOUR
83/pre 2,1 2,1 208.00 HPV-neg. HPV-neg. 3=very strong
91/pre 0,1 Paositive 0,1 Positive 2779.00 HPV43 HPV-neg. 2=strong
96/12 2,1 2,1 238.50 HPV-neg. ND 1=weak
105/pre 2l 2.1 791.50 HPV-neg. HPV-neg. -=very weak
128/12 2,1 3,1 245.00 HPV59 ND O=invisible
138/pre 2,1 2.1 242.00 HPV-neg. HPV6
151/pre 1-, 1- T, C weak 2,1- Cvery weak 212.50 HPV-neg. HPV-neg. Positive
159/pre 2-,1 2ol 1133.00 HPV-neg. HPV-neg. T weak
166/pre 21 2,1 209.00 HPV-neg. HPV16
168/pre 1-,1 T very weak 1-,1 T very weak 437.00 HPV-neg. HPV-neg.
168/12 0,1 Positive 0,1 Positive 2197.50 HPV-neg. ND
168/24 0,1 Positive 0,1 Positive 1564.50 HPV18,59 ND
168/36 0,1 Paositive 0,1 Positive 600.1 HPV16 ND
177/pre 21 2,1 211.00 HPV-neg. HPV-neg.
182/pre 2.1 2,1 237.50 HPV-neg. HPV6
184/pre 2-, 1+ 2,1+ 313.50 HPV-neg. HPV-neg.
201/pre 21, 2,1 408.50 HPV16 HPV-neg.
210/12 3, 1++ it 246.50 HPV-neg. ND
216/24 1-,1 T very weak 1-,1 T very weak 466.00 HPV-neg. ND
237/pre 2,1 2,4 309.50 HPV-neg. HPV-neg.
273/pre 2,1 2,1 549.50 HPV-neg. HPV-neg.
287/pre 0,1+ Positive,C str 0, 1+ Positive,C str 2842.00 HPV82 HPV-neg.
288/pre 2-,1 2,3 710.00 HPV-neg. HPV-neg.
288/12 2,1 2,1 507.00 HPV-neg. ND
288/24 2,1 3,1 1297.65 HPV-neg. ND
288/36 2 20 1033.3 HPV16 ND
289/pre 2,1 2,1 204.50 HPV-neg. HPV-neg.
306/pre 2 3,1 1029.00 HPV-neg. HPV-neg.
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4 POHDINTA

4.1 Pienilli niytevolyvmeilla saatujen tulosten vertailu ja tulkinta

Prevo-Check-testilld vain joka kahdeksas Luminex-pohjaisella testilld positiivisiksi havaituista
ndytteistd antoi positiivisen tuloksen, miké viittaa joko Prevo-Check-testin epdherkkyyteen tai
kiytettyjen serologisten menetelmien erilaisuuteen. Pikatestissd seerumindytteen annetaan
reagoida vakiomdidrdn HPV16L1-proteiinia siséltdvan liuoksen kanssa, joten seerumin vasta-
ainetaso vaikuttaa proteiini-vasta-ainekompleksien muodostumiseen ja titen testituloksiin.
Tutkimustulosten perusteella Prevo-Check-testi toimii parhaiten, kun kéytetddn tarpeeksi

suuria ndytevolyymeja ja testiliuskan vérireaktiot analysoidaan heti viiden minuutin jilkeen.

Testitulokset riippuivat hyvin paljon ajasta, jonka seeruminéytteiden annettiin reagoida Prevo-
Check-testitikulla. Valmistaja suositteli analysoimaan testitikulle syntyneet vérireaktiot
aikaisintaan viiden ja viimeistddn kymmenen minuutin reagointiajan jilkeen. Tutkimuksessa
kaikki testin positiivisiksi luokittelemat niytteet antoivat positiivisen testituloksen herkemmin
viiden kuin kymmenen minuutin jdlkeen. Todennédkdinen selitys télle ilmidlle on ajan myd6ta
tapahtuva testiliuskan T-alueen vérireaktion voimistuminen; vérireaktio, joka oli viiden
minuutin jélkeen heikko, saattoi muuttua Prevo-Check-testiliuskalla vahvaksi kymmeneen
minuuttiin mennessi. Télldin viiden minuutin jalkeen positiivinen ndyte niyttikin kymmenen

minuutin jilkeen negatiiviselta.

Prevo-Check-testissé myds nidytevolyymilla oli testituloksen kannalta suuri merkitys.
Aiemmin Luminex-menetelmdlld HPV-seropositiivisiksi todetuista néytteistd saatiin Prevo-
Check-testissd ldhes poikkeuksetta negatiivisia testituloksia, kun niitd testattiin pienilld
ndytevolyymeilla. Mitd suurempi ndytevolyymi oli, sitd todenndkdisempi oli positiivinen
testitulos. Neljdssd ndytteessd viidestd positiivinen Prevo-Check-testitulos edellytti vahintdin
20ul:n suuruista seerumindytettd. Vain yhden ndytteen (168/12) kohdalla saatiin positiivinen
tulos tdtd pienemmilld nédytevolyymeilla. Viiden minuutin kohdalla ndyte 168/12 oli
positiivinen jo 10ul:n suuruisella ndytteelld ja kymmenen minuutin jilkeen 15ul:n. Kaikkein
pienimmalld ndytevolyymilla (5ul) testitulos oli aina negatiivinen ndytteestd ja ndytteen

reagointiajasta riippumatta.

Néytteen sisdltdmien vasta-aineiden liian pieni maira selittdd todenndkdisesti sen, miksi pieni
ndytevolyymi johti Prevo-Check-testissi useiden nidytteiden kohdalla véaristyneisiin
testituloksiin. Koska testitikku on suunniteltu 25ul:n suuruisille seerumindytteille, sitd

pienemmét seropositiiviset ndytteet saattavat sisdltdd testituloksen luotettavuuden kannalta
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lilan vdhdn vasta-aineita. Kun vdhdn HPV16L1-vasta-aineita sisdltivd ndyte yhdistetddn
HPV16L1-proteiinia siséltdvin liuoksen kanssa, HPV16L1-proteiinia jdd kompleksien
muodostumisen jilkeen yli. Kun nidyte siirretddn testitikulle, liuokseen vapaaksi jéényt
HPV16L1-proteiiniylijadma sitoutuu testitikun T-alueella sijaitseviin vasta-aineisiin, ja
testiliuskalle syntyy kaksi vérireaktiota, jolloin syntyy virheellinen vaikutelma negatiivisesta

testituloksesta.

4.2 Jatkotutkimuksen tulosten vertailu ja tulkinta

Jatkotutkimuksessa hypoteesi oli, ettd suuremmat néytevolyymit lisdisivét Prevo-Check-testin
herkkyyttd ja positiivisten testitulosten midrd kasvaisi. Hypoteesi perustui pienilld
ndytevolyymeilla suoritettuihin testauksiin, joissa saatiin ldhes poikkeuksetta negatiivisia
tuloksia Luminex-menetelmilld positiivisiksi todetuista ndytteistd (ks. kappale 2.1). Ilmio

viittasi vahvasti Prevo-Check-testitikun epaherkkyyteen.

Jatkotutkimuksen tulokset viittaavat kuitenkin siithen, ettd hypoteesi oli vddrd. Testattaessa
50ul:n suuruisia ndytevolyymeja saatiin ainoastaan yksi uusi positiivinen testitulos verrattuna
aiempiin tuloksiin pienemmilld nédytevolyymeilla. Kaikki pienilld ndytevolyymeilla
positiivisen testituloksen antaneet niytteet olivat positiivisia myds silloin, kun testattiin S0ul:n
suuruisilla ndytevolyymeilla. Lisdksi ndyte 91/pre, joka oli antanut negatiivisen tuloksen
testattaessa pienilld nédytevolyymeilla, oli 50ul:n suuruisella ndytevolyymilla testattaessa

positiivinen.

Néytteen 91/pre positiivinen testitulos jatkotutkimuksessa on todenndkdisesti selitettdvissa
testituloksen tulkinnanvaraisuudella. Néytteen testitulos tulkittiin negatiiviseksi, mikili Prevo-
Check-testitikun kontrollialueen vérireaktion lisdksi my0s testialueella oli ndhtévissé
varireaktio. Kun néytteestd 91/pre testattiin pienid ndytevolyymeja, syntyi testiliuskan T-
alueelle erittdin heikko vérireaktio. Heikon viérireaktion takia testituloksesta tehtiin ilmeisesti
vadrd paitelmi. Koska ndyte 91/pre oli todenndkdisesti jo pienemmilld nédytevolyymeilla
positiivinen, positiivisten testitulosten lukumédrdn voidaan katsoa pysyneen yhtd suurena

alkuperdisessd tutkimuksessa ja jatkotutkimuksessa.

Koska posititvisten testitulosten mddrd Prevo-Check-testissd ei  kasvanut, vaikka
ndytevolyymia kasvatettiin, on todennékoistd, ettd kyse ei ole testin epdherkkyydestd. Mikali
testi olisi epdherkkd, olisi positiivisten testitulosten médrd kasvanut suurempia

seerumindytteitd testattaecssa. Todenndkdinen selitys tuloksille on, ettd lateral flow -
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menetelmalld toimivassa Prevo-Check-testissd ja Luminex -pohjaisessa testissd kdytetyt eri
HPV-antigeenit tunnistavat seerumin HPV-vasta-aineen eri epitooppeja. Tami saattaa olla

osoitus menetelmén selektiivisyydesta.

4.3 Virhelihteet

Néytteiden kisittely saattoi vaikuttaa véaristdvasti testituloksiin. Prevo-Check-testin
tutkimuksissa kdytettiin testin ohjeistuksessa suositeltujen kokoverindytteiden sijaan
seerumindytteitd. Testin valmistaja ei kuitenkaan kokenut seerumindytteiden kayttod
ongelmalliseksi. Liséksi jokainen nédyte pakastettiin ja sulatettiin kertaalleen testausten aikana,

minkd vaikutus tuloksiin on epéselva.

Silmdmadardinen vérireaktioiden tulkitseminen vaikutti todennékoisesti testituloksiin.
Erityisesti ensimmdiisend testattujen ndytteiden tulokset saattavat olla tutkijan sisdisen harhan
vadristimid, silla virireaktioiden arviointiasteikko (1-3) hahmottui lopulliseen muotoonsa

vasta sitd mukaan, kun testaukset etenivét.

Tutkimuksen aikana kéytossd oli mekaanisia pipettejd. Vaikka pipettiin pyrittiin sddtdmaan
oikea tilavuus, on mahdollista, ettd tilavuus on ollut epitarkka. Esimerkiksi pipetin kdrkeen on
saattanut pédstd ilmakuplia, jolloin pipetoitu tilavuus on ollut haluttua pienempi. On myds
mahdollista, ettei pipetti ole toiminut ideaalisesti, jolloin pipetointitilavuus on ollut tutkijasta
riippumattomien tekijoiden takia epitarkka. Toisaalta suurempien ndytevolyymien kédyton olisi

pitdnyt kompensoida nima tilanteet.

4.4 Yhteenveto

Téssé tyossd kiytetyt serologiset menetelmét mittaavat seerumindytteistd todennédkoisesti eri
asioita. Molemmat testit perustuvat HPV16L1-vasta-aineisiin, mutta Luminex-pohjaisessa
testissd antigeenind on L1-peptidi, kun taas Prevo-Check-testissd antigeenind toimii koko L1-
proteiini viruksenkaltaisena partikkelina. Aikaisemman kirjallisuuden perusteella Luminex-
pohjaisella testilld mitattu HPV-serologia korreloi huonosti HPV-infektion kliiniseen kuvaan.
Toistaiseksi ei ole julkaistua tietoa Prevo-Check-testilli osoitetun HPV-serologian
korrelaatiosta HPV-infektion kliiniseen tautitilaan, mutta alustavien tulosten perusteella testilla
on voitu osoittaa HPV-tiitterien lasku HPV16-positiivisten pddn ja kaulan alueen syopien

hoidon jalkeen.

Mahdollista on, ettd Prevo-Check-testi tunnistaa positiivisiksi ainoastaan ne ndytteet, jotka

sisdltavit HPV-DNA:ta. Vaikka HPV:n kohdesolukkona on pidetty ainoastaan epiteelisoluja,
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viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd virus voi infektoida myds osaa verisoluista

(Chen ym. 2009).

On my06s mahdollista, ettd Prevo-Check tunnistaa positiiviseksi vain ne ndytteet, joissa vallitsee
samanaikaisesti sekd suun ettd genitaalialueen HPV-infektio. Mikéli Prevo-Check-testi ei ota
huomioon potilaan aiemmin sairastamia sukupuolitauteja, vaan toteaa seropositiivisuuden
ainoastaan testin tekohetkelld wvallitsevissa kliinisesti relevanteissa infektioissa eli
produktiivisissd ja kroonisissa HPV16-infektioissa, silld olisi suuri merkitys HPV-tartunnan
diagnosoinnissa ja levidmisen ehkdisyssd. HPV-infektion diagnosointi Prevo-Check-testilld
edellyttdd kuitenkin pikatestin jatkokehittdmistd sekd menetelmén selektiivisyyden ja

herkkyyden lisdtutkimusta.
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