TEST KITU PRO DETEKCI HPV — Seeplex® HPV4A ACE Screening, Seegene

Princip metody

Test je urden pro detekci HPV DNA ve vzorcich cervikalnich stérti. Test detekuje HPV typy 16 a 18
a dale je schopen rozlisit skupinu 16 velmi rizikovych typt HPV (HPV 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 73, 82) a malo rizikové typy HPV 6 a 11. HPV4A ACE Screening je test zaloZzeny na
amplifikaci fragmentu HPV za pouZiti specifickych oligonukleotidli —,,dual priming oligonucleotide®.
Produkt této reakce je nasledné vizualizovan na elektroforéze. Velikost PCR produkti HPV se pohybuje od
230 pb do 588 pb. Soucasné s typem HPV je amplifikovana interni kontrola o velikosti 1000 pb pro kontrolu
amplifikace a integrity testované DNA. Vysledek se odecitd na zdkladé barevné reakce. Test je urCen pro 50

reakei. Soudasti kitu je negativni a pozitivni kontrola PCR a hmotnostni marker pro kontrolu elektroforézy.

Provedeni

K testovani kitu firmy Seegene jsme pouzili DNA vzorki, u nichz byla piitomnost HPV DNA ovéfena
tadou komerénich test pro detekci HPV a u vétsiny byla zndma virova naloZ (pocet genomickych jednotek
v ul vzorku). Dale byly testovany vzorky z banky NRL pro PV izolované pomoci Qiagen DNA mini kitu.
Tyto vzorky byly ové&feny a genotypovany pomoci komeréniho testu Hybrid capture a in-house metody
zaloZené na PCR a reverzni hybridizace s prébami specifickymi pro 37 typt HPV. Celkem jsme testovali 48
vzorkil. PCR reakci podle firemniho protokolu provadl vzdy stejny pracovnik na cykleru firmy Seegene.
Prvni dv& PCR byly provedeny stejnym zptisobem se stejnou sadou vzorkd v riizny den s kity rlizné SarZe
pro zjisténi reprodukovatelnosti testu. T¥eti kit byl rozdélen na polovinu a PCR s 23 vzorky spole¢né

s kontrolami byla amplifikovéna v termocykleru firmy Seegene a zaroveii druha polovina vzorki v cykleru
MIJ Research firmy Perkin Elmer. Po reakci bylo provedeno ozateni UV, nebot’ vyrobce deklaruje tento krok
jako prevenci proti kontaminaci vzorkd a po provedené elektroforéze jiz tento krok preventivni charakter
nema. Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% agarézovém gelu NuSieve 3:1 (Lonza,
Svycarsko) s barvickou GelRed™ (Biotium) a hmotnostnim markerem Low range firmy Fermentas a
HPV4A ACE Markerem firmy Seegene. Na elektroforézu bylo pipetovano 5pl vzorku. Nekteré vzorky byly
naneseny spole&n& s barvi¢kou na 3% agarozovém gelu NuSieve 3:1 s barvickou GelRed™ a hmotnostnim
markerem Low range firmy Fermentas a HPV4A ACE Markerem firmy Seegene pro snadnéjsi odeCet
vysledki. Vysledky elektroforézy odeéitaly nezavisle na sob& dva rizni pracovnici. Na Zadost distributora
byla na zavér provedena jesté jedna PCR s 11 vzorky s vicegetnou infekei v cykleru MJ Research firmy

Perkin Elmer, bez UV ozafovani a elektroforézou na 2% a 3% agar6zovém gelu NuSieve 3:1 (obr.1.).
Hodnoceni

Piibalovy letdk




Piibalovy letak v desting i anglitting je pfehledny, rozd€leny na pocatecni informace o testu, daleZitosti
testovani a bezpe¢nosti. Protokol obsahuje &4st odbér, skladovani a transport vzork, ¢4st izolace nukleové
kyseliny, ¢ast amplifikace a detekce pomoci automatickych systémi nebo elektroforézy. Na konci
ptibalového letaku je analyza vysledki a feSeni problémii. V pitbalovém letdku je uvedena certifikace EU
pro in vitro diagnostiku, pro ostatni zemé& pouze pro vyzkumné ucely. Nebezpeti kontaminace PCR
produkti a PCR mixi je v piibalovém letaku popsano, ale neni tiplné jasné zdiiraznéna nutnost oddelit
provadéni pre- a post PCR postupi, aby nedoslo ke zkresleni vysledki. Metoda izolace NK automatickym
purifika&nim systémem neni dostatetn& popsana. Také neni v protokolu na zagatku uvedeno, zda lze pouZit
jiny cykler k amplifikaci cilové DNA (napf. cykler firmy Seegene). Nutnost ozafeni vzorkl po detekei je
popsana jen v poznémce, na str. 16 chybi doba nutna k ozafeni UV. Pro detekei na automatickém systému se
ptidava barvitka (loading buffer, dye) ke vzorku. Pro detekei pomoci elektroforézy v agarézovém gelu tato

barvicka neni specifikovana.

Ptibalovy letak v &esting obsahuje nepfesné &i nespravné pieloZené terminy (liquid based cervical cytology
specimen — tekuty cytologicky cervikélni vzorek, spravné cytologie na tenké vrstvé, hypochlorid —
hypochlorid, v &e&ting spravng chlornan, cervical cancer — rakovina cervixu, spravné karcinom dé€lozniho
&ipku nebo hrdla, collumnar — kolumnérnich, spravné cylindrickych). Pro detekci pomoci automatickych
systémii neni moc postup jasné popsany, hmotnostni marker je jednou oznagovén jako marker jednou jako

ladder, barvigka jako loading buffer.

Amplifikace a elektroforéza

Ptiprava PCR reakce prob&hla bez problémi, vSech reagencii je dostatek na 52 vzorkil. Je nutna opatrngjsi
manipulace s 2x Multiplex Master Mixem, ktery miZe pénit. Amplifikace na cykleru firmy Seegene trvala
delsi dobu ne¥ predikoval cykler (4h misto 3,5h). Z protokolu neni zfejmé, zda je moznost béhem testovani
proces prerusit a vzorky uloZit na -20°C po PCR amplifikaci a jak dlouho firma garantuje stabilitu PCR
produktd.

Problémem miiZe byt vizualizace PCR produktd na elektroforéze. Vzorky v nasem systému, bez ptidané
barvicky, §patné drzely v jami&ce a snadno difundovaly do roztoku TBE. Proto jsme nékteré vzorky
opakovali s pfidanou barvigkou na elektroforézu. Problémem bylo i rozdéleni HPV4A ACE Markeru a
nékterych vzorki pfevazné s vice¢etnou infekei HPV. Identifikace vysledki tedy nebyla jasna a
jednoznaéna, aikdyZ jsme nakonec méli mezi dvéma operatory 100% shodu odettu vysledkd, ale zvlasteé u
hrani&né pozitivnich vzorki byl odeéet obtizny. Pro praci v laboratofi je proto pfipadné nutnd optimalizace

laboratorntho detekéniho systému tak, aby identifikace vzorki byla jednoznacna.

Citlivost, specifita testu a reprodukovatelnost:




Reprodukovatelnost testu pfi pouziti dvou setdi s riznym Lot ¢islem byla 94% (vzorky, které vykazovaly
diskrepantni vysledky obsahovaly hraniéni mnoZstvi viru nebo obsahovaly vice typi HPV), u vzorki
s malou virovou n4loZi se projevila mirné vys$si citlivost pti amplifikaci na termocykleru Seegene. VSechny
negativni vzorky byly negativni, v jednom vzorku jsme detekovali hraniéni mnozstvi HPV 18, které jinymi
metodami detekovéano nebylo. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o vzorek s vice¢etnou infekei, nelze vyloucit,
7e vzorek HPV 18 skutedné obsahoval a rizné testy ho detekuji s riznou citlivosti.

Vyrobce deklaruje citlivost 100 kopii virové DNA/reakci. Testovany set prokéazal velmi dobrou citlivost 50-
500 kopii virové DNA/reakci a to i v multiplicitni infekci, Detekce HPV 16 a 18 s virovou naloZi 5/kopii na
reakei je jiZz pod detekénim limitem metody. U vzorki se znalosti semikvantitativni naloZe test detekoval

vzorky s vy8&i virovou néloZi. Vzorky slabé pozitivni v metodé BS RLB byly testovanym kitem negativni.

Zavér:

Testovany set spliiuje kritéria deklarovana vyrobcem, hlavnim problémem je detekce PCR produkti na gelu
a jednozna¢nost odedtu pii manualnim zpracovani. Cesky p¥ibalovy leték je tieba jesté podrobit korektufe.
Prace s kitem je bezproblémova, vlastni provedeni je ¢asové nendro¢né. Test prokazal velmi dobrou
analytickou citlivost. Pro rutinni pouZiti pro testovani Zen v primarnim screeningu a sledovani Zen po 1€€b¢

&i po nalezu suspektniho cyto- a/nebo kolposkopického nalezu je tfeba ovefit i jeho klinickou citlivost.
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RNDr. Ruth Tachezy, PhD.
RNDr. Jana Smahelova

NRL pro papillomaviry

SFUZE
aviey



Obr. 1.: Porovnani PCR se vzorky s vicedetnou HPV infekei na 2% agarézovém gelu (A) a 3% agar6zoveém

gelu (B)
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Legenda: 1 #6, 2 #23, 3 #24, 4 #25, 5 #34, 6 #35, 7 #36, 8 #37, 9 #38, 10 #39, 11 #40, 12 pozitivni kontrola
firmy Seegene, 13 negativni kontrola firmy Seegene, 14 hmotnostnim markerem HPV4A ACE Marker 1
firmy Seegene, 15 hmotnostnim markerem HPV4A ACE Marker 2 firmy Seegene



