TEST KITU PRO DETEKCI A GENOTYPIZACI HPV - High a Low Papilloma Strip 8 + 8 strips
(Operon S.A., distributor ASCO-MED spol. s.r.o0.)

Princip metody

1/ High a Low PapillomaStrip 8 + 8 strips je test zalozeny na PCR a nasledné reverzni hybridizaci
uréeny pro detekci vysokorizikovych typd HPV (HR HPV) (HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 69, 73 a 82) a nizkorizikovych typt HPV (LR HPV) (HPV 6, 11, 34, 40, 42, 43, 44)
v izolované DNA z klinickych vzorkd. PCR je provadéna s vyuzitim individualnich specifickych primert
pro kazdy typ HPV. Vysledné amplikony jsou znacené biotinem. Primery jsou cileny do oblasti virovych
onkogenli E6 a E7. Spoletné se specifickymi sekvencemi papillomaviri je amplifikovan i Gsek genu pro
lidsky betaglobin nebo GAPDH, které slouzi jako kontrola integrity a absence inhibitord PCR reakce ve
vzorku. Biotinylované PCR produkty jsou eventudlné navazany na typové specifické DNA préby kovalentng
vazané na povrch nylonovych stripi. Po odmyti nespecificky navazanych fragmentt jsou vazané amplikony
detekované pomoci konjugatu streptavidinu s peroxiddzou. Po ptidani substritu pro peroxidizu

tetramethylbenzidinu (TMB) dochazi k barevné reakci.

Provedeni

Dle smlouvy s distributorem jsme provedli testovani analytické citlivosti. Pouzity byly riizné koncentrace (5,
50 a 500 IU/reakei) vzorki obsahujicich typy HPV 6, 11, 16, 18 a dale vzorky pozitivni na nékolik HPV
typd. Tyto vzorky byly jiZ dfive charakterizované minimaln¢ dvéma dal$imi metodami. Testovany soubor
obsahoval 7 vzorki pozitivnich na HR a 7 na LR genotypy a to jak v jednocetné, tak v multiplicitni infekci.
Pro amplifikaci byl pouzit termocykler PTC-200 DNA Engine (MJ Research, USA). Hybridizace byla
provedena ve vodni tiepaci 14zni GFL 1086 (Innogenetics, Belgium). Testovany byly vzorky s genotypy 6,
11, 16, 18, 35, 39, 42, 51, 53, 59, 66 a 68.

Hodnoceni

Ptibalovy letdk je dostupny pouze v anglicting. Je piehledny, rozdéleny na poéateéni informace o testu,
dilezitosti testovani a bezpecnosti. Manual doporucuje pouzivat DNA extrakéni kit od firmy OPERON S.A.
a uvadi dalsi 4 kity pro DNA extrakci, které vyrobce testoval a doporucuje je. Dle manualu je test vhodny
pro DNA izolovanou ze stéril a biopsii odebranych z cervixu, vaginy a penisu Je doporu¢ené nepouzivat
z4dné transportni médium a izolovat DNA do tydne pfi skladovani vzorku pti 2-8°C nebo pfi del$i prodlevé

je nutné vzorky skladovat pti -20°C.



Kit mé dv¢ interni kontroly, které ovétuji validitu vzorkd, jina interni kontrola je pouZita pro HR HPV a jind
pro LR HPV vzorky. Mimo to je v manudlu doporucené méfit koncentraci vzorkt, nebot’ jak uvadi vyrobce,

vzorky i s pozitivni vnitini kontrolou o koncentraci <10 ng/ul mohou byt fale$n€ negativni.

Pro PCR neni doporuceny specificky termocykler, i kdyz v manualu vyrobce uvadi testovani téech riznych
cyklerd s minimalnim rozdilem. Pro hybridizaci vyrobce doporucuje PST-60HL THERMO-SHAKER a pro
postup je dostupny manual v anglictin€ i Cestiné. Vyrobce téz uvadi jako alternativni moZnost pouziti
ptistroje Profiblot T48.

PCR smési jsou barevné odliSené pro amplifikaci LR a HR HPV typtl. Reagencii je dostatek. P¥iprava PCR
je velmi jednoducha. Samoziejmée vyZzaduje oddélené prostory pre-PCR pro michani smési a pridavani DNA
a post-PCR prostor pro hybridiza¢ni analyzu.

Stripy jsou rozliSitelné na LR a HR specifické dle ¢ervenych pruhi na spodnim okraji, 2 vs. 1.

Hybridizace je provddéna pfi jedné konstantni teploté. Postup je rychly. Roztoky jsou ptipravené k pouZiti a
neni je tfeba fedit. Jedinym nedostatkem je kvalita hybridiza¢nich desti¢ek na stripy. Vyrobce v manudlu
sice upozoriiuje, Ze je tieba opatrnosti, aby nedoslo k jejich perforaci, ale i pti védomi tohoto jsme desti¢ku

na jednom misté protrhli. Doporucujeme je vyménit za jiny odolné&j$i material.

Reprodukovatelnost, analyticka citlivost, klinicka citlivost a specificita testu:

Reprodukovatelnost nebyla po dohodé¢ s distributorem testovana, stejné tak nemohla byt testovana klinicka
citlivost a klinicka specificita.

Analyticka citlivost a specificita High a Low PapillomaStrip 8 + 8 strips kitu byla testovana za pouZziti
riiznych koncentraci vzorki a vzorki se smiSenou LR a HR HPV pozitivitou. Kit detekoval HPV 6 a
HPV 11 velmi silnym signdlem v koncentraci 50 i 500 IU na reakci, v multiplicitni infekci spravné
detekoval HPV 6 a HPV 42 bez zkfizenych reaktivit s dalsimi HR HPV typy obsaZenymi ve vzorku. HR
HPV 16 detekoval kit velmi slabym signdlem v koncentraci 5 IU/reakci, v koncentraci 50 IU/reakci byl
signdl silny. Stejné tak detekoval kit HPV 18 v koncentraci 50 IU/reakei silnym signalem. VSechny vzorky
s multiplicitni infekci detekoval kit spravné bez zkfizenych reaktivit. Kit nedetekoval pouze HPV 68A
(Tabulka 1).



Tabulka 1. Analyticka citlivost High a Low PapillomaStrip 8 + 8 strips testu

# vzorku Strip HPV typy Koncentrace Interni kontrola Vysledek High
IU/reakci nebo Low
PapillomaStrip 8
+ 8 strips kitu
1 LR 6 50 1 6 velmi slabé
2 LR 6 500 1 6
3 LR 11 50 1 11
4 LR 11 500 1 11
5 LR 6,39,53 % 1 6
6 LR 6,16,18,51 50 1 6
7 LR 42,16 o 1 42
8 HR 16 5 1 16
9 HR 16 50 1 16
10 HR 18 50 1 18
11 HR 6,16,18,51 50 1 16,18,51
12 HR 6,39,53 * 1 39.53
13 HR 42,16 o 1 16
14 HR 35,59,66,68A 500 1 35,59,66
Pozn.

*100 pg/ml HPV6, 1 ng/ml HPV 53 (ped izolaci)

**100 pg/ml HPV 42, 500 tis. SIHA/ml (HPV 16) (pted izolaci)




Zavér:

Pfi testovani kitu v omezeném souboru lze uzavfit, Ze z hlediska analytické citlivosti testovany set spliiuje
kritéria deklarovand vyrobcem. Co se tyka specificity byly vSechny vzorky spravné hodnocené bez
zktizenych reaktivit. FaleSna negativita byla zaznamenéana pouze pro typ HPV 68A. Klinickou citlivost kitu
jsme nemohli hodnotit a nejsou ndm znamé publikace ukazujici klinickou citlivost kitu. Tento kit ale neni
cileny pro pouZiti pro primarni screening karcinomu hrdla délozniho, ale pro uréeni genotypu HPV

pozitivnich vzorkl. Kit ma znacku CE pro IVD.

S kitem se dobte pracuje. Cileni PCR do E6 a E7 genu by mélo pfinést zvyseni citlivosti prikazu HPV u
pacientek s pokrocilejSim onemocnénim (mozné fale$na negativita testd zaloZzenych na detekci L1 ORF,
kterd miZe byt pii integraci u n€kterych vzorku deletovana, ¢i modifikovana). Dosud nejsou publikované
udaje o klinické citlivosti a specificité kitu, proto ho nelze doporucit pro rutinni testovani pacientek

v primarnim screeningu pro karcinom hrdla délozniho. Nicméné miiZze byt dobrou alternativou pro
diferencialni diagnostiku HPV infekci v nékterych specialnich pripadech. Kit Ize doporudit k pouziti pouze
pro laboratofe disponujicimi prostorovym, technickym a personalnim vybavenim pro provadéni molekularné
biologickych vySetfeni s certifikdtem o UspéSném absolvovani periodickych programi externiho hodnoceni

kvality pro amplifika¢ni metody.
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