Konec¢na zprava hodnoceni riiznych zptusobu pripravy vzorki pro AMPLICOR
HPYV test firmy Roche

Charakteristika testu:

Set AMPLICOR HPV vyrabény firmou Roche je urceny pro detekci vysoko-rizikovych typi lidskych
papillomavirt (HR HPV) ve stérech z hrdla délozniho. Test detekuje13 HR HPV typt, které infikuji
sliznice anogenitalni oblasti. AMPLICOR HPV je test zalozeny na amplifikaci fragmentu z vysoce
konzervované oblasti L1 genu HPV za pouziti primert znacenych biotinem. V setu jsou zatazené i
primery pro amplifikaci vnitini kontroly — beta-globinového genu. Produkt amplifikac¢ni reakce je
nasledné pouzit k obracené hybridizaci, pii které je oligoproba specifické pro skupinu HR HPV a pro beta-
globinovy gen pevné ukotvena na jamky mikrotitracni desticky. Po hybridizaci je k zachycenym
amplikoniim pfes biotin navdzan konjugét s kfenovou peroxidazou. Ta po piidani substratu indukuje
barevnou zménu roztoku, pti 450nm je zméfena absorbance. Hodnotitelné vzorky musi mit OD450>0,2
pro beta-globinovy gen. Pozitivni vzorky jsou takové, jejichz hodnota OD450>0,2 pro HPV HR.

Vysledky testovani:

A. Vychozi podminky:

Cilem naseho testu bylo porovnat riizna odbérova media pro stéry z hrdla délozniho a rizné zpisoby
pre-amplifikacni piipravy vzorkt pro test AMPLICOR HPV.

Vyrobce doporucuje odbér cervikalnich stérti pro vysetteni HPV do PreservCyt (PC) media od firmy
Cytyc (20 ml media/stér). Pro izolaci DNA je nasledné odebrano 250 pl media, izolace se provadi na
kolonkéch AmpliLute Liquid Media extrakéniho kitu.

Dalsi alternativou odbéru cervikalnich stérti jsou odbérovky DNA Pap Specimen Transport Medium
(STM) od firmy Digene (1 ml media/stér), které jsou primarn€ uréené pro testovani HPV DNA metodou
Hybrid Capture. Pro izolaci na kolonkach AmpliLute jsme odebirali z téchto vzorka 200 pul STM.

ProtoZe izolace vzorki na kolonkdch AmpliLute je o néco zdlouhavéjsi nez izolace jinymi kity firmy
Qiagen a v pfipad¢ rutinniho zpracovavani vétsiho poctu vzorki se doba izolace DNA bude dale
prodluzovat, je snaha ptipravu vzorkl pro PCR co nejvice usnadnit. Takovou moznost nabid pouziti
MagNA Pure Compact piistroje pro automatickou izdaci nukleovych kyselin s vyuzitim magnetickych
¢astic, kde lze najednou zpracovavat 8 vzorka. Pro izolaci DNA jsme pouzivali MagNA Pure Compact
NA Isolation Kit I a program DNA Culture Cells, kde je stanoveno jako vychozi mnozstv 100ul bunééné
suspenze.

Ve vSech ptipadech jsme pro naslednou amplifikacni reakci pouzili 50ul eluétu.

B. Vlastni vysledky:

Testovani ptitomnosti HR HPV DNA jsme provedli na 50 cervikalnich stérech vodbérovém mediu
PreservCyta 50 stérech v Specimen Transport Mediu, celkem 100 vzorkach. Izolace DNA pro
amplifikacni reakci byla u vSech vzorkiprovedena manualn€ na kolonkdch AmpliLute Roche a soucasné
na automatickém pfistroji MagNA Pure.



1. Vysledky amplifikace adetekce u vzorki izolovanych z PreservCytu:

AmpliLute Kit:

Izolace DNA z 250ul PC media na kolonkach AmpliLute dle doporuceni vyrobce avysledky nasledné
amplifikace byly povaZovany za standard. Pro 47 vzorkl z 50 jsme dostali validni vysledky amplifikace a
detekce HPV DNA a beta-globinového genu, 20 vzorki bylo pozitivnich na HR HPV a 27 vzorki bylo
negativnich na HR HPV. Pouze 3 vzorky neposkytly validni vysledek (OD450<0,2 pro beta-globinovy
gen), opakovana izolace téchto vzorkd byla uspésna, vsechny 3 vzorky byly negativni na HR HPV.

MagNA Pure:

Stejné vzorky byly soucasné pouzity pro izolaci DNAna automatickém ptistroji MagNA Pure
Compact. U prvnich 24 vzorki bylo po dikladném promichani odebrano 100 pl RC media jako vychozi
mnozstvi pro izolaci DNA. Vysledky amplifikace a detekce byly nésledujici: 4 vzorky byly pozitivni na
HR HPYV, 12 vzorki bylo negativnich na HR HPV (z toho byly 3, které byly pii izolaci na kolonkach
AmpliLute pozitivni na HR HPV) a 7 vzorkd, tj. témét cela 1/3 ze vSech, neposkytlo validni vysledek.
ZlepSeni vysledku jsme nedosahli ani opakovanou izolaci DNA.

Dospéli jsme k zavéru, Ze pro tuto metodu izolace bude limitnim vychozi mnoZzstvi vzorku proizolaci,
a rozhodl se 4 nevalidni vzorky (vzorky €. 5,8,13,15) pied izolaci zakoncentrovat centrifugaci bunék.
Nejprve jsme centrifugovali 250 pl PC (stejné mnoZstvi jako pro izolaci na kolonkach), protoze ani poté
nedoslo k vyraznému zlepseni vysledkli amplifikacea detekce (hodnoty OD450 pro beta-globinovy gen
byly jen té€sn€ nad hranici pozitivity, 1 vzorek ziistal nevalidni), u dalSich 4 vzorka (vzorky ¢.16,17,18,20)
jsme zakoncentrovali cely objem 20 ml odbérového media do 1ml PC a pro izolaci nasledné odebrali 100
pl. Vysledky amplifikacepro tyto 4 vzorky byly shodné jako pfi izolaci ptes kolonky. U vSech
nasledujicich vzorki jsme déle postupovali timto zpiisobem.

Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach (Tabulka 1,2). Shodny vysledek AMPLICOR HPV
setu jsme dostali u 46/50 vzorkd.

Tabulka 1. Srovnani vysledkti testu Amplicor Roche na HR HPV pro vzorky odebrané do PreservCyt
media a izolované na kolonkach AmpliLute a automatickém pfistroji MagNA Pure.

PC — PreservCyt
NA — neamplifikovatelny vzorek
+ - pozitivni

vysledek amplifikace PreservCyt po Izolace MagNA Pure
a detekce HR HPV zakoncentrovani | i NA celkem
- negativni
vysledek amplifikace ol + 16 4 0 20
zolace
a detekce HR HPV Ampli - 0 30 0 -
Lute
NA 0 0 0 0
celkem 16 34 0 50




Tabulka 2. Srovnani vysledki testu Amplicor Roche na HR HPV pro vzorky odebrané do PreservCyt
media a izolované na kolonkach AmpliLute a automatickém piistroji MagNA Pure — pro vzorky pied
zakoncentrovanim PreservCytu.

Izolace AmpliLute | Izolace MagNAPure | 1zolace MagNA Pure | MagNA Pure 20m| —
250yl 100pi opakovana 100ul 1ml — 100yl
ID PCR BG | HPV PCR BG [ HPV PCR BG | HPV PCR BG | HPV
1PC | POZITIVNI | +| + POZITIVNI | +| +
2 NEGATIVNI | +[ - | NEGATIVNI | +| -
3 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | + [ -
4 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | + | -
| B POZITIVNI | +| + NA - - NEGATIVNI +| - NEGATIVNI | + | -
6 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | + | -
7 NEGATIVNI | +[ - | NEGATIVNI | +| -
| B POZITIVNI | +| + | NEGATIVNI | +| - NEGATIVNI [ +] -
9 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | +[ -
10 NEGATIVNI | +[ - | NEGATIVNI | +| -
11 POZITIVNI | +| + POZITIVNI | +| +
12 POZITIVNI | +| + POZITIVNI | +| +
13 NEGATIVNI | +| - NA - - NA - - NEGATIVNI [ +| -
14 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | + | -
15 NEGATIVNI | +| - NA - - NA - - NA - -
16 NEGATIVNI | +| - NA - - NA - - NEGATIVNI [ +| -
. POZITIVNI | +| + | NEGATIVNI | +| - POZITIVNI +| 4+
18 NEGATIVNI | + | - NA - - NA - - NEGATIVNI | + | -
19 NEGATIVNI | +| - | NEGATIVNI | + [ -
20 NEGATIVNI | +| - NA -1 - NA -l - NEGATIVNI [ +| -
21 NEGATIVNI | +| - NA - -
B2 POZITIVNI | +| + | NEGATIVNI | +| -
23 POZITIVNI | +| + POZITIVNI -+
24 NEGATIVNI | +| - NA - -

PC — PreservCyt

NA — neamplifikovatelny vzorek

+ - pozitivni vysledek amplifikace a detekce
- negativni vysledek amplifikace a detekce

BG — detekce beta-globinového genu

HPV — detekce lidského papillomaviru



2. Vysledky amplifikacea detekce u vzorki izolovanych z STM:

AmpliLute Kit:

K izolaci DNA ze stért délozniho hrdla odebranych do STMjsme pouzili 200ul odbérového media.Z
50 testovanych vzorki byb 11 pozitivnich na HR HPV, 24 negativnich na HR HPV a u 4vzorkl nedoslo
k amplifikaci kontrolniho beta-globinového genu. Pro tyto 4 vzorky nebyl mozné izolaci DNA opakovat,
protoze se jedna o vzorky pacientil, které jiz byly nddedné pouzity pro vySetieni HR HPV metodou
Hybrid Capture.

Pti izolaci na kolonkach AmpliLute dochézi po pfidani lyza¢niho roztoku k STM k vytvoreni
srazeniny, ktera se néasledné rozpusti, vzorky pii nanaSeni na kolonky pomaleji protékai filtrem.

MagNA Pure:

Soucasné jsme izolovali DNA na automatickém ptistroji MagNA Pure, pro izolaci jsme odebirali
100ul STM media. Ve vSech 50 ptipadech jsme ziskali validni vysledky amplifikace a detekce
AMPLICOR ROCHE setu: 17 vzorkt bylo pozitivnich na HR HPV, 33 vzorkt bylo negativnich na HR
HPV. Pti porovnani vysledka stanoveni HR HPV pro ob¢ metody izolace bylo dosaZeno dobré shody.
Pouze ve dvou ptipadech byly vzorky stanoveny jako HR HPV negativni, oproti vzorkiim vyizolovanym
na kolonkach Ampli Lute, které byly HR HPV pozitivni (Tabulka 3.). Shodny vysledek AMPLICOR HPV
jsme dostali u 44/50 vzorki.

Tabulka 3. Srovnani vysledkt testu Amplicor Roche na HR HPV pro vzorky odebrané do STM media
a izolované na kolonkdch AmpliLute a automatickém pfistroji MagNA Pure ukazuje nasledujici tabulka:

Izolace MagNA Pure
STM celkem
+ - NA
+ 15 2 0 17
Izolace
Ampli - 0 29 0 29
Lute NA 2 2 0 4
STM —
Specimen Transport celkem 17 33 0 50
Medium

NA — neamplifikovatelny vzorek
+ pozitivni vysledek amplifkace a detekce HR HPV
- negativni vysledek amplifikace a detekce HR HPV

Zavér:

Celkem jsme provedli testovani 50 vzorkt odebranych do odbérového media PreservCyt a 50 vzorkt
odebranych do Specimen Transport Media firmy Digene, vS§echny vzorky byly izolovany na kolonkach
AmpliLute a sou¢asn¢ na ptistroji MagNA Pure Compact. Dale jsme provadéli testovani pritomnosti HR
HPV pfi pouziti setu AMPLICOR HPV.

Metodou AmpliLute byla DNAuspésné extrahovana u 96% vzorki (96/100; 50 z media PC a u 46
vzorkd v STM). Ziskané vysledky ukazuyji, Ze izolace DNA na kolonkach AmpliLute je metoda spolehliva



zejména pro vzorky odebrané do PC, nevyhodou této metody je jeji Casova narocnost. Vzorky skladované
v STM lze také izolovat na kolonkach AmpliLute, ale tyto vzorky hiiie protékaj ptes kolonku nez vzorky
odebrané do PC. Navic u 4/50 vzorki v STM doslo k selhani extrakce DNA, tyto vzorky nebyly dale
hodnotitelné metodou AMPLICOR HPV.

Pouziti automatické izdace na ptistroji MagNA Pure Compact bylo tispésné u 100% (50/50) vzorkt
odebranych do STM, u cervikalnich stért odebranych do PC jsme uspésnou izolaci u vSech 50 vzorka
doséhli az po zakoncentrovani 20ml odbérového mediado 1ml. Pouhé navySeni nandSeného objemu ze
100 pl na 250 pl neni dostacujici. Tato modifikace postupu vyzaduje zafazeni dalsiho kroku do postupu
pre-amplifika¢ni ptipravy vzorku apfedpoklada urcité piistrojové vybaveni laborabie. Lze tedy fici, ze
izolace DNA na piistroji MagNA Pure Compact ze vzorkli odebranychdo PC je méné spolehlivéa nez
izolace na kolonkdch AmpliLute. Jistého zlepSeni 1ze dosahnout zakoncentrovanim vzorku z20 mlna 1
ml.

Vyuziti STM jako odbérového médiapro cervikalni stéry pro stanoveni HPV dava jednoznac¢né lepd
vysledky pfi ptipravé DNA na pfistroji MagNA Pure Compact. Mimo kvantitativniho efektu (odbérdo 1
ml versus odbér do 20 ml PC), mtlize urcity vyznam hrat i volba doporuceného odbérového kartacku. Zde
je tieba podotknout, ze k efektivnimu odbéru materidlu z endocervixu je zapotiebi pouzit kartacek, ktery je
soucasti odbérového setu firmy Digene.

RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D. V Praze, dne 20. zafi, 2006
Narodni referencni laboratot pro papillomaviry
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