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Test kitu Xpert HPV firmy Cepheid, distributor Biovendor

Princip metody

Xpert HPV test od firmy Cepheid slouzi pro kvalitativni detekci HPV DNA pomoci real-time
PCR v kazetdich na GeneXpert platformé. Test detekuje E6/E7 oblast HPV genomu 14
vysoko-rizikovych HPV typt (16, 18, 45, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68). Detekce
je zajisténa na péti fluorescenénich kanalech: (1) HPV 16,(2) HPV 18 a 45, (3) HPV 31, 33,
35, 52 a 58, (4) HPV 51 a 59, (5) HPV 39, 56, 66 a 68. Dalsi Sesty kanal (SAC) slouzi
k detekci lidského referenéniho genu a sleduje, zda vzorek obsahuje adekvatni mnozstvi
lidskych bunék slouzicich jako hodnoceni kvality vzorku. V kazdé kazeté je také piitomna
kontrola sond a reagencii (PCC). Test dokaze odlisit typy 16 a 18/45, u ostatnich typt zjist'uje
pouze jejich pritomnost.

Jedna se o uzavieny systém, ktery sam provede izolaci DNA, amplifikaci DNA a detekci
v realném Case po piidani 1 ml vzorku odebraného do transportniho média. Test akceptuje
pouze vzorky v médiu PreservCyt. Vyhodou tohoto systému je snizend mozZnost kiizové
kontaminace mezi vzorky a jeho rychlost. Do jedné hodiny jiz mGzeme znat vysledek. Pro
uzivatele je tento test velmi jednoduchy na provedeni. Soucasti 10 kusového baleni kazet jsou
sterilni jednorazové pipety a CD s aktualni verzi softwaru.

Provedeni testu

Pro testovani bylo vybrano 30 vzorkt cervikalnich stérti v médiu STM ( Specimens transport
medium) vySetienych metodou Hybrid capture 2 od firmy Qiagen. Padesat pl vzorku bylo
ptidano do 1 ml média PreservCyt a z takto pfipraveného vzorku byl do reakce piidan 1 ml.

Déle jsme testovali 30 referenénich vzorkl se zndmym HPV typem a zndmou koncentraci
HPV (HPV genomové ekvivalenty (GE)). Inicidlné jsme testovaly vzorky bez pozadi HPV
negativnich bunék. Vysledky vsak byly neuspokojivé. Proto jsme v dal$im kroku pro tyto
vzorky pouzili HPV negativni buiiky HaCat v koncentraci 300 tisic buné€k na 1 ml vzorku
jako buné&&né pozadi. Referenéni vzorky byly testovany v riznych koncentracich.

Testovany byly také vzorky s multiplicitni infekci i dva nizko-rizikové typy HPV 6 a 11 (viz.
Tabulka. 2).

Hodnoceni NRL

Manual

Manual k pfistroji je preloZen do &estiny, je velmi pfehledny a obsahuje veskeré informace o
piistroji. Manual je &lenén do 9 kapitol: Uvod, Instalace, Principy fungovéni, Charakteristiky
a specifikace vykonu, Provozni pokyny, Kalibrace a kontrola kvality, Bezpe¢nostni opatieni a
omezeni, Bezpeénostni rizika, Oprava a udrzba, Ptilohy.

K vlastnimu HPV testu je piilozen velmi ptehledny anglicky navod obsahujici dobte
popsanou proceduru zpracovani vzorku doprovazenou obrazovou dokumentaci.
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Kapitola interpretace vysledki je dobie srozumitelnd. Navod také obsahuje Gdaje o klinické
validité, limitech detekce a udajich o piesnosti a opakovatelnosti. PR ASE
V navodu jsou uvedené i detekéni limity HPV DNA plazmida pro jednotlivé typy HR HPV
pouZitych v testu. Tato tabulka neni moc srozumitelna a zaslouZila by si lepsi vysvétlivky.

HPV detekce

Préce s timto testem je pro uZivatele jednoduchd a relativné rychla. Software k HPV testu je
piehledny a prace s nim je, po predteni nédvodu, jednoduchd. V uZivatelském rozhrani jsou
jednotlivé funkce vyobrazeny ve formé& ikon, mezi kterymi lze prepinat. Vysledky lze
exportovat do csv formétu. Vysledkové protokoly jsou uklddany v pdf formatu. Na
vysledkovém protokolu jsou zobrazeny veskeré dilezité parametry a je zde i kolonka pro
podpis.

PIi testovan{ se ze zaatku vyskytla chyba 2035 v jednom modulu, dle manuélu lze dobie
chybu identifikovat. Jednalo se o chybu sonikatoru. Ve vysledku testu systém chybu také
dobfe popisuje. Nasledné byl kontaktovéan technik, data byla odesléna na podporu do centrély
a poté byl cely modul vyménén za novy.

Vysledky

Testovani klinickych vzorkt

Vnitin{ kontroly u klinickych vzorkd SAC vysly viechny validng s primérnou hodnotou Ct =
28.8.

Ve srovnéni s velmi rozdifenou platformou he2 pro detekci HR HPV typll tento systém
poskytuje srovnatelné vysledky (viz Tabulka. 1). Obg metody shodné z 29 vzorki detekovali
20 pozitivnich na HR HPV (68,9 %) a 3 (10,4 %) negativni. T¥i vzorky pozitivni (10,4 %)
v He2 HR HPV byly na Xpert negativni, ve 2 z téchto ptipadi se jednalo o vzorky hrani¢né
pozitivni na He2. Navic se jednalo o typy 53 a 82, které HPV Xpert nedetekuje. Dal3i tii
vzorky (10,4 %) negativni na Hc2 HR HPV byly na Xpert pozitivni, co¥ mtZe byt zptisobeno
vysokou citlivosti metody real-time PCR. Pokud vyfadime z analyzy dva vzorky s HPV typy,
které testovany systém nedetekuje, je shoda mezi ob&ma systtmy HPV detekce témér
perfektni (Kappa=0,869).

Tabulka 1. Srovnani HPV Xpert testu a HR He2 testu

HR Hc2
+ -
+ 20 3 23
Xpert - 1 3 4
21 6

Testovani referen¢nich vzorki
Pfi testovani referencnich vzorki byly zpo&atku vyzkougeny vzorky extrahované DNA pouze
v PreservCyt bez buné¢ného pozadi. U téchto vzorki nebyla detekovana SAC a systém je

vyhodnotil jako nevalidni.
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Vnitini kontroly u DNA referen¢nich vzorkl s pozadim HaCat vysly spravné, s primérnou
hodnotou Ct = 28,2. Pro detekei jednotlivych typtt HPV test detekuje HPV 16

v koncentraci 500 GE a HPV 18 v koncentraci 50 GE. HPV typ 39 nebyl detekovan ani
vkoncentraci 2000 GE. Kazdy zjednotlivych typii byl detekovan ve spravném
fluorescenénim kanalu. U multiplicitni infekce HPV 31 a 52 neni mozné typy odlisit z divodu
toho, Ze jsou detekovany na stejném fluorescenénim kandlu. Vyrobce v ndvodu uvadi
detekéni limity pro HPV pozitivni bunééné linie, a detekéni limit pro HPV 18 (46 bunek na 1
ml) ve srovnani HPV 16 (81 bun&k na 1 ml) je nizi, coz dokladaji i nase vysledky (viz.
Tabulka. 2). V névodu jsou uvedené i detekéni limity HPV DNA plazmidii pro jednotlivé
typy HR HPV pouzitych v testu. Uvedeny detekéni limit je 10-30 kopii plazmidu na reakei.
Pfi naSem testovani jsme detekovali HPV 16 v koncentraci 500 GE (uvedeno vyrobcem 10
GE/vzorek) a HPV 18 v koncentraci 50 GE (10 GE/vzorek) (viz. Tabulka. 2), coZ je niz§i
citlivost, nez uvadi vyrobce. Vyrobce v$ak vtomto testu citlivosti misto pozadi HPV
negativnich bun€k pouzil lidskou DNA. Zda je pozorovana nizi citlivost dand touto zmeénou,
jsme netestovalli.

Tabulka 2. Detekéni limity pro jednotlivé HPV typy

GE/vzorek
jeden typ HPV vice typu HPV
Typ
HPV 50 200 500 1000 2000 50 500
6*
11%
16 - + - +
18 + +
31 - T +/-
33 o - +
35 +
39 - - -
45 + - +
51 - - - +
52 +
56 - + ‘
58 - - +
59 4
66
68a -
68b - -

* Tyto HPV typy systém nedetekuje
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Zavér

Oveiovani setu Xpert HPV firmy Cepheid v nasi laboratoii ukazalo dobrou shodu s vysledky
testovani klinickych vzorkii FDA povolenym kitem pro detekei vysoko-rizikovych typti HPV
(He2 HR HPV, Qiagen). Pii testovani referen¢nich vzorkl jsme zjistili réiznou citlivost testu
pro rizné HPV typy. V nasi laboratofi vychdzela citlivost testovani téchto referenénich
vzorkll niZ8i, nez uvadi vyrobce, coz mohlo byt zplisobené pouZitim odlisného HPV
negativniho pozadi. Systém je uzavieny, provedeni testu jednoduché, vhodné pro rutinni
vyuZiti a velmi rychlé. Publikovand studie (Einstein a spol., 2014) srovnavajici klinickou
relevanci Xpert HPV testu a dvou FDA povolenych testi pro detekci HR HPV ve screeningu;
testi Cobas a Hc2 HR HPV; ukédzala srovnatelné parametry pro detekci Zen v riziku
prekanceréz hrdla délozniho. Test je tedy vhodny pro pouZiti v primarnim screeningu hrdla
délozniho.
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vedouci NRL pro papillomaviry
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