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ak szyjki macicy jest jednym z najcze$ciej wystepujacych nowotwo-

row u kobiet. Kazdego roku stwierdza si¢ go u okolo 3500 Polek,
z czego ponad potowa umiera. Mozliwo$¢ zmiany tej niechlubnej statysty-
ki daje skutecznie prowadzony program profilaktyczny. W Polsce program
ten opiera sie przede wszystkim na skriningu cytologicznym oraz na dal-
szej diagnostyce i leczeniu wykrytych zmian.

Gléwnym czynnikiem w etiologii raka szyjki macicy jest ludzki wirus
brodawczaka HPV (ang. — Human Papillomavirus). Uwaza sie, ze jest on
czynnikiem niezbednym w rozwoju raka szyjki macicy. Jego obecnos¢
stwierdza sie w praktycznie 100% inwazyjnych rakow szyjki macicy, 75%
zmian przednowotworowych oraz w okoto 15% prawidtowych cytologiach
szyjki macicy.




Identyfikacja DNA HPV

Dotychczas poznano 200 réznych typow wirusa HPV. Grupe te mozna podzie-
li¢ na typy: o, B, v, Mu i Nu, z czego 60 typow wirusa atakujgcego nablonek szyjki
macicy zalicza sie do grupy o, a okoto 30 jest zwigzanych ze zmianami nabton-
ka, prowadzacymi do rozwoju raka szyjki macicy. Jednak tylko cze$¢ sposrod
wspomnianych genotypéw wirusa przenoszonych drogg piciowa jest zwigzana
z dysplazjg wysokiego stopnia oraz rakiem szyjki macicy. Z uwagi na ich zr6z-
nicowany potencjal onkogenny, wyrdznia sie wirusy HPV wysokiego ryzyka (HR
— ang. high risk) — HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33 i HPV 45, ktore sg zwigzane
z przeszto 80% przypadkéw nowotworu szyjki macicy, oraz wirusy o niskim po-
tencjale onkogennym (LR — ang. low risk) — HPV 6 i HPV 11, ktdre sg zwigzane z
tagodnymi zmianami srédnabtonkowymi nizszego stopnia lub z rozwojem kiyk-
cin konczystych. Wirusy nalezace do grupy p infekujg skdre, natomiast pozostate
wirusy (grupy y, Mu i Nu) sg odpowiedzialne za powstanie brodawek, ktére z
reguly nie ulegajg transformacji nowotworowe;j.

Zakazenie przenoszone drogg plciowa wirusem HPV jest niezwykle czeste.
Szacuje sie, ze az 75% kobiet narazonych jest na kontakt z tym wirusem. Jednak
w ponad 90% dochodzi do zaniku infekcji w wyniku skutecznej odpowiedzi ze
strony uktadu immunologicznego. Jakkolwiek za najbardziej niebezpieczne nale-
zy uznac przetrwale zakazenie typami HPV 16 i 18 tj. utrzymujgce sie co najmniej
24 miesigce. Pozostate wirusy HPV wysokiego ryzyka sg rzadziej identyfikowane
w komorkach nowotworowych i ich potencjat onkogenny jest stabszy.

Ze wzgledu na obecno$¢ DNA HPV HR w blisko 100% rakéw szyjki macicy,
molekularna diagnostyka wirusologiczna niesie nowe mozliwosci i jest bardzo
uzytecznym narzedziem diagnostycznym w skriningu nowotworowym. Testy
DNA HPV posiadajg wysoka czulo$é¢, co umozliwia wykrycie patologii juz na
bardzo wczesnym etapie mozliwym do wyleczenia.

Niedoskonato$cig molekularnych testéw DNA HPV jest ich niska swoistos¢.

W grupie kobiet ponizej 30 roku zycia w wiekszos$ci przypadkéw mamy do
czynienia zakazeniem przej$ciowym, ktére samoistnie zanika nie prowadzac
do rozwoju patologii szyjki macicy. Dlatego w tej grupie wiekowej nie reko-
menduje sie testu DNA HPV jako testu skriningowego.
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Standardy jakos$ci w zakresie diagnostyki DNA HPV

Prawidiowo wykonane badanie laboratoryjne pozwala na podjecie wtasci-
wych decyzji terapeutycznych. Biedy powstale na etapie pobrania wymazu,
transportu czy wykonania badania powodujg uzyskanie wynikéw falszywie ne-
gatywnych lub fatszywie pozytywnych.

Pobieranie i transport wymazu z szyjki macicy
do badan DNA HPV

Formularz zlecenia badania oraz szczeg6lowe instrukcje dotyczgce pobie-
rania, przechowywania i transportu probek dostarcza medyczne laboratorium
diagnostyczne wykonujgce badanie DNA HPV. Zaleca sie do formularza zlecenia
dotaczy¢ wynik badania cytologicznego i/lub histopatologicznego.

Rekomenduje sie, aby wymaz z szyjki macicy zostal pobrany jalowg szczo-
teczkg obejmujgcg strefe przeksztaicen i czeSciowo wchodzacg do kanatu.
Szczoteczke nalezy umies$ci¢ centralnie w uj$Sciu zewnetrznym kanatu szyjki
macicy i pieciokrotnie obrdci¢ wokot wiasnej osi. Nastepnie, o ile producent
testu diagnostycznego nie zaleca inaczej, celem pozostawienia mozliwie jak naj-
wiekszej ilo$ci materiatu komoérkowego do badania — zebrany materiat najlepiej
zawiesi¢ w podiozu transportowym do plynnej cytologii i testu HPV oraz staran-
nie wypluka¢ uciskajac o dno pojemnika. Nie nalezy pozostawiaé¢ szczoteczki
w podlozu do badania. Tak pobrane komorki z szyjki macicy sg bardzo dobrze
zakonserwowane, co umozliwia przechowywanie materialu w temperaturze po-
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kojowej (15-30°C) bez negatywnego wplywu na wynik badania. Zamkniety po-
jemnik z materialem komérkowym zawieszonym w ptynnym podlozu transpor-
towym powinien by¢ przechowywany zgodnie z wytycznymi producenta. Nalezy
pamietad, iz system pobierania i transportu, celem unikniecia btedéw przedana-
litycznych i zapewnienia wiarygodnych wynikéw, musi by¢ zawsze walidowany
ze stosowanym testem diagnostycznym.

Pojemnik z pobranym wymazem powinien zawiera¢ nastepujace dane pacjen-
ta: imie i nazwisko, PESEL oraz date pobrania lub kod paskowy. Materiat jest
transportowany w zamknietych probéwkach, pojemnikach lub w zamknietym
opakowaniu zbiorczym, oznakowanym jako ,materiat zakazny”.

Medyczne laboratorium diagnostyczne stosuje metody badawcze, ktére od-
powiadajg aktualnej wiedzy medycznej i zostaly odpowiednio walidowane przez
laboratorium.

Wykrywane genotypy

Testy DNA HPV stosowane w profilaktyce raka szyjki macicy powinny wykry-
wac mozliwie jak najwiecej z 14 genotypow wysokiego ryzyka (HR): 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68. Ze wzgledu na dobdr dalszego postepowa-
nia diagnostycznego niezbedna jest identyfikacja typéw HPV 16 i 18. Genotypy
HPV niskiego ryzyka czesto wigzg sie z tagodnymi zmianami $srédnabtonkowymi
nizszego stopnia lub z rozwojem kitykcin konczystych, dlatego tez w badaniach
profilaktycznych raka szyjki macicy nie stosuje sie testow HPV wykrywajgcych
typy niskiego i $redniego ryzyka.

Czulos¢ kliniczna testu DNA HPV

Cecha wiekszosci testow do wykrywania DNA HPV HR jest wysoka czulos$¢
analityczna, ale niska swoisto§¢ w wykrywaniu srédnablonkowej neoplazji szyjki
macicy stopnia (> CIN 2). Z tego powodu pozytywny wynik DNA HPV nie pozwala
na odréznienie zakazenia trwatego od przejsciowego i ustalenie dalszego poste-
powania diagnostycznego (powtodrzenie badania oraz kolposkopia i biopsja).
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Zaleca sie, aby test DNA HPV HR przeznaczony do badan skriningowych
kobiet > 30 r.z. byl walidowany Kklinicznie i posiadatl potwierdzong czu-
los¢ i swoistos$¢ kliniczng w wykrywaniu zmian > CIN 2 ze skutecznoscia
> 90%. Czulo$¢ kliniczna potwierdza, ze test wykrywa analizowane typy
HPV na klinicznie istotnych poziomach zakaznosci.

Wyniki falszywie negatywne

Zbyt mata ilo§¢ komérek pobranych do badania lub nieprawidtowe przecho-
wywanie i warunki transportu probki oraz bledy analityczne mogag prowadzic
do uzyskania wyniku falszywie negatywnego. W molekularnej diagnostyce DNA
HPV nalezy stosowac testy posiadajgce kontrole, ktéra stanowi ocene popraw-
nosci: pobrania wymazu, przeprowadzenia procesu ekstrakcji oraz amplifikacji
DNA i zabezpiecza przed uzyskaniem fatszywie ujemnego wyniku.

Wyniki fatszywie pozytywne

Wysoka czulo§¢ metod molekularnych wykrywajacych DNA HPV niesie ze
sobg ryzyko wynikéw fatszywie pozytywnych z powodu zanieczyszczenia probki
badanej przez niewielkie ilo$ci DNA innych pacjentéw. Stad zaleca sie stosowa-
nie testdw zawierajacych enzymatyczne zabezpieczenia przed kontaminacjg (np.
UNG i dUTP).

Wymagania dotyczace testow diagnostycznych
i aparatury

Testy stosowne do wykrywania DNA HPV, system do pobierania wymazu i pod-
toze transportowe oraz wykorzystywana do diagnostyki medycznej in vitro apara-
tura musza spetnia¢ wymagania odkreslone w ustawie o wyrobach medycznych.
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Baze danych o wyrobach medycznych dopuszczonych do uzywania
w Rzeczypospolitej Polskiej prowadzi Prezes Urzedu Rejestracji Produktéw
Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biob6jczych.

Prezes Urzedu udziela informacji publicznej o zawarto$ci bazy na wniosek
producenta lub laboratorium, stad zaleca sie weryfikacje czy ustugodawca
spelnia wymagania gwarantujgce jakos$¢ oferowanego produktu.

Testy komercyjne

Producent testu jest odpowiedzialny za przeprowadzenie walidacji i wyko-
nuje stosowne badania kliniczne pozwalajgce na dopuszczenie testu do stoso-
wania w diagnostyce medycznej in vitro. Walidacja obejmuje stosowane podloze
transportowe, test diagnostyczny oraz wykorzystywang aparature. Dodatkowo
dla metod komercyjnych (opracowanych i opisanych przez producenta) laborato-
rium medyczne wykonuje ocene precyzji i poprawnosci.

Uzytkownik jest zobowigzany do przestrzegania instrukcji uzywania testu
i aparatury dostarczonej przez producenta oraz podanej w niej interpretacji
wynikéw. Modyfikacje uzytkownika w procedurze wykonania badania wyma-
gajg walidacji przez medyczne laboratorium diagnostyczne.

Testy wytworzone przez laboratorium

Stosowanie testdw wytworzonych przez laboratorium (typu in-house, home-
-made) jest mozliwe wylgcznie po przeprowadzeniu peinej walidacji i spetnieniu
odpowiednich wymagan, ktére sg okreslone w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia.
Speinienie wymagan jako$ciowych musi by¢ potwierdzone wpisem do bazy pro-
wadzonej przez Prezesa Urzedu Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw
Medycznych i Produktéw Biobdjczych.
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Przedstawianie i wydawanie wynikow badan DNA HPV

Formularz sprawozdania z badania DNA HPV prowadzony jest zgodnie
z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 r. w sprawie standar-
dow jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicz-
nych [Dz.U nr 61. poz 435 z p6zn. zm.] i zaleca si¢ by byl autoryzowany przez
diagnoste laboratoryjnego lub lekarza, posiadajacych tytul specjalisty z labo-
ratoryjnej genetyki medycznej lub mikrobiologii medycznej oraz legitymujg-
cych sie co najmniej dwuletnim doswiadczeniem w diagnostyce molekular-
nej. Formularz sprawozdania z badania laboratoryjnego moze by¢ przekazany
w formie elektronicznej z zachowaniem wymagan prawnych. Medyczne labo-
ratorium diagnostyczne archiwizuje wyniki przez czas okreslony w przepisach
dokumentacji medycznej tj. Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dnia 21.12.2010
r. w sprawie dokumentacji medycznej.

Wymagania dotyczace laboratorium

Laboratorium musi spelnia¢ standardy jakosci podane w rozporzgdzeniu
Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 r. w sprawie standardéw jakos$ci dla me-
dycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych. W szczegélnosci
opracowuje, wdraza i stosuje procedury przyjmowania, rejestrowania i labora-
toryjnego oznakowania materialu do badan, a nastepnie udostepnia je zlecenio-
dawcom, ktorzy potwierdzajg zapoznanie sie¢ z tymi procedurami. Laboratorium
diagnostyki medycznej musi prowadzi¢ wewnetrzng kontrole jakosci badan
1 uczestniczy¢ w zewnetrznej kontroli jako$ci comajmniej raz w roku zgodnie z
rozporzadzeniem Ministra Zdrowia. Dokumentacja kontroli jakosci badan jest
przechowywana przez okres 20 lat zgodnie z przepisami dotyczgcymi dokumen-
tacji medycznej. Dla zapewnienia wymaganej jakosci wykonywanych badan me
dyczne laboratorium diagnostyczne jest zobowigzane do wykonania minimun
100 badan DNA HPV rocznie.
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