EHK - 534 Detekce papillomavirt

V roce 2007 se do okruhu EHK - 543 Detekce papillomavir ptihlasilo 30 laboratofi,
znich 29 vrétilo vyplnéné vysledkové protokoly. Kazda laboratof dostala 5 vzorku, které
simuluji  klinické vzorky pro stanoveni pfitomnosti a piipadné urceni typu lidskych
papillomavirt (HPV). Vzorky obsahuji rtizné koncentrace klonii HPV DNA nebo HPV
pozitivnich bunéénych linii na pozadi HPV negativnich lidskych bunék.

HODNOCENI

Kazdy vzorek je hodnocen na pfitomnost nizkorizikovych (LR) a vysokorizikovych
(HR) typi HPV. Spravné vyhodnoceni vzorku v obou parametrech je ohodnoceno 2 body,
maximalni mozny zisk je tedy 10 bodt. Pfi hodnoceni vysledkt vzdy ptihlizime k detekénim
moznostem jednotlivych diagnostickych setll, zejména u systémul zaloZenych na PCR. Pokud
tyto sety umoznuji typovani HPV, posuzujeme i spravné urceni jednotlivych typa HPV.

Pozadované vysledky EHK — 534 stanovené v NRL PV ukazuje tabulka 1:

Tabulka 1:
Vzorek & LR HPV HR HPV
vysledek typ HPV vysledek typ HPV

1 pozitivni 6 pozitivni 33

2 pozitivni 42 negativni -

3 negativni - pozitivni 16,18

4 negativni - negativni -

5 negativni - pozitivni 16

VYSLEDKY

Neamplifika¢ni metody detekce HPV

Nejcasteji vyuzivanym testem detekce HPV v diagnostickych laboratotich je Hybrid
Capture 2 (hc2;Digene) - 17 laboratofi - a HR hc2 - 4 laboratofe. Celkem 20 laboratofi
vyhodnotilo vzorky spravné, pouze jedna si vyzédala opravnou sérii. Pouziti této metody
detekce HPV se ukazuje jako bezproblémové.

Amplifika¢ni metody detekce HPV

Amplifikacni metody detekce HPV, rtizné komeréné dostupné i ,,in house®, vyuzilo
celkem 9 laboratofi. Jedna laborator vySetfila vzorky soubéZné pomoci hc2 1 amplifikacni
metodou.

U vzorku €. 1 se typ HPV 6 nepodafilo zachytit 2 laboratofim (metoda ,,in house* nested
PCR, Gentech HPV Test) a typ HPV 33 jedné laboratofi (Gentech HPV Test).

Nejvetsi problémy s detekci HPV jsme zaznamenali u vzorku €. 2. U laboratofi
pouzivajicich PCR metody jsme zjistili, Ze pouze systém vyuzivajici primery GP5+/6+, ktery i
my uzivame jako referen¢ni, detekoval LR typ HPV 42. Vzorek jsme dale analyzovali pomoci
dalsich systémti PCR. Pouzita koncentrace 100 pg DNA HPV 42 ve vzorku ¢.2 se ukazala jako
hraniéni pro detekci pomoci PCR systému zaloZenych na primerech MY09/11. V nasi laboratofi
jsme touto PCR snaslednou Southern blot hybridizaci se zna¢enymi probami detekovali
koncentraci 1 ng DNA HPV 42/reakci, systétmem GP5+/6+ s ndslednou obracenou hybridizaci
jesté koncentraci 1 fg/reakci. Tento vysledek potvrzuje jiz difive pozorovanou skutecnost, ze
razné systémy PCR detekuji jednotlivé typy HPV s riiznou ,,ochotou’ [1, 2]. Pfi dodate¢ném



ovéfovani systému primertt SPF (INNO-Lipa, Innogenetics), ktery pouzily dvé laboratote, byl
vzorek €. 2 v naSich podminkach hodnocen jako HPV 42 pozitivni. V tomto piipad¢ se zda
pravdépodobné, ze pro spravnou diagnostiku mohla byt rozhodujici pre-amplifikacni faze
piipravy vzorku, zejména zvolend metoda izolace DNA a piipadné nafedéni cilové virové
DNA. Je zajimavé, ze koncentrace HPV DNA, ktera byla hrani¢ni pro nékteré PCR systémy, se
jako hrani¢ni neprojevila pro neamplifikacni metodu detekce HPV hc2. U vSech laboratofi byl
proto z vyse uvedenych divodil i negativni vysledek vySetifeni posuzovan jako spravny.

Vzorek €. 3, ktery byl LR HPV DNA negativni, urcila jedna laboratot jako pozitivni
(metoda ,,in house* nested PCR). Dvé laboratoie nedetekovaly HPV 16 a 18 a urcily vzorek
jako HR HPV negativni (metoda ,,in house* nested PCR GALI Biotech HPV Chip), coz
z hlediska klinické vyznamnosti té€chto typli povazujeme za zvlast' zavaznou chybu.

Vzorek €. 4, ktery byl HPV LR 1 HR negativni, chybné vyhodnotila jako HR HPV
pozitivni jedna laboratot (Roche Amplicor HPV Test). Ziejmé se jednalo o kontaminaci vzorku
pii vysetieni.

Pritomnost HR HPV 16 ve vzorku €. 5 urcily vSechny laboratoie spravng.

Souhrn celkovych vysledktt EHK — 534 a pocet chybujicich laboratoti uvadi tabulka 2:

Tabulka 2:
Pocet laboratoii
Pocet chyb Neamplifikacni metody Amplifika¢ni metody
detekce detekce
0 20 5
1 0 2
2 0 1
3 0 1
4 1 0
Celkem 21 9

Podrobné tabulky vysledktit EHK — 534 jsou zvefejnény na internetovych strankach na
adrese: www.papillomavirus.cz/cinnost_ehk.html.

ZAVER

Okruhu EHK — 534 Detekce papillomavirti se zucastnilo 29 laboratofi. Certifikat jsme
doporucili vydat 24 laboratotfim, z toho jedné pro neamplifikacni 1 amplifika¢ni metodu detekce
HPV. Ostatnim laboratofim jsme doporucili vyZzadani opravné série EHK.

Z nasich zkuSenosti vyhodnocovani vysledktt EHK vyplyva, Ze zejména pii pouZziti PCR
systémil detekce je nutné dbat na dodrzovani zasad spravné laboratorni praxe.
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