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Wytyczne dotyczace aplikaciji testow
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Guidelines for application of molecular tests identyfying HR HPV DNA
in the prevention of cervical cancer.
Statement of experts from PGS (PTG) and NCLD (KIDL)

Abstract

DNA from high risk types of human papillomavirus (HPV-HR) is detected in virtually all cervical cancer samples.
Most of HPV infections are transient, some persist and lead to development of neoplastics or even cervical
cancer lesions. Cervical cancer screening programs are designed to detect early precancerous changes, which
should decrease the cancer morbidity and mortality and reduce the costs of diagnosis and treatment. The most
effective are screening programs that use cytological and HPV testing. Screening with this method are proven
to reduce both the incidence and mortality from cervical cancer.

Women aged 21-29 years
HPV testing should not be used to screen women aged 21-29 years, either as a stand-alone test or as a cotest
with cytology. DNA HPV HR testing in this group of women is recommended in diagnostics of ASCUS. Women
DNA HPV positive with ASCUS should be referred to colposcopy.

Women aged 30-65 years

Screening by HPV testing alone is not recommended. Women should be screened with cytology and HPV
testing every 5 years or cytology alone every 3 years (acceptable).

DNA HPV HR /+/, PAP /-/

Two options are recommended.
Option 1:  12-months follow-up with contesting (FAP and DNA HPV HR tests).
Option 2: Test for HPV16 or HPV16/18 genotypes. If HPV'16 or HPV'16/18 positive: refer to colposcopy.
If HPV'16 or HPV16/18 negative:12-months follow-up with cotesting.

DNA HPV HR /-/, ASC-US
Repetition of cytology in 12 moths is recommended.
Women aged >65 years

No screening is recommended following adequate negative prior to screening. Women with a history of CIN2 or
a more severe diagnosis should continue routine screening for at least 20 years.

Women HPV vaccinated
Follow age-specific recommendations (same as unvaccinated women).
Requirements of DNA HPV HR tests in cervical screening

The DNA HPV tests used in cervical screening should detect as much as possible of 14 HPV HR types (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 i 68) and genotyping HPV 16/18. Candidates’ tests should have
control of DNA HPV purification and amplification processes and be preserved against contaminations.

Clinical sensitivity for CIN 2 + should be no less than 90%.

HPV tests and specimen collection system should fulfill the requirements of the act on medical devices.
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1. Wprowadzenie

Konsekwentny, populacyjny skrining cytologiczny
ogranicza istotnie zachorowalno$¢ i umieralno$¢ na raka
szyjki macicy na $wiecie. W krajach, gdzie wieloletnie
programy profilaktyczne, oparte o kontrolowang pod
wzgledem jakosci cytodiagnostyke, objety co najmniej
2/3 populacji kobiet osiagnieto spektakularny spadek za-
chorowalnosci na raka szyjki macicy o 80% i umieralno-

$ci 0 70%.

Niedoskonatosci profilaktyki cyto-onkologicznej raka

szyjki macicy wynikajg z:

— wykrywania patologii na etapie zmian morfologicz-

nych, a nie molekularnych,

— niesatysfakcjonujacej czutosci i swoistosci identyfi-
kacji patologii nabtonka ptaskiego, a w szczegélno-

Sci raka gruczotowego szyjki macicy,

— mozliwosci popetniania btedéw technicznych i dia-

gnostycznych,

— koniecznosci powtérnego badania w sytuacji nie dia-

gnostycznego rozmazu cytologicznego,
— konieczno$ci czgstego powtarzania badania,
— niemozno$ci prognozowania rozwoju patologii.

2. Identyfikacja DNA HPV HR jako nowe
narzedzie diagnostyczne w skrinigu

Dotychczas poznano 200 réznych typow wirusa HPV

(ang. Human papillomavirus).

Ze wzgledu na zréznicowany potencjat onkogen-
ny wirusow HPV oraz obecnos¢ DNA HPV HR w blisko
100% badanych guzéw nowotworowych szyjki, diagno-
styka wirusologiczna staje sie nowym narzedziem dia-

gnostycznym w skriningu onkologicznym.

Do niewatpliwych zalet diagnostyki wirusologicznej

naleza:
— wykrywanie patologii juz na etapie molekularnym,

— wysoka czuto$¢ identyfikacji wykrywania patologii

szyjki macicy,

— mozliwos¢ automatyzacji diagnostyki wraz z kontrolg
materiatu komorkowego i przebiegu oznaczenia eli-
minuje w praktyce btedy techniczne i diagnostyczne,

— przy dwbch i wiecej wynikach negatywnych umozli-
wia znaczace wydtuzenie czasu miedzy poszczegol-

nymi wizytami skriningowymi,
— wyniki majg znaczenie prognostyczne.
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Niedoskonatoscig  diagnostyki  wirusologicznej
w skriningu raka szyjki macicy jest niska swoistos¢ badan
szczegolnie dla populacji kobiet do 30 roku zycia. Wynika
to z faktu, ze zdecydowana wigkszos¢ kobiet aktywnych
ptciowo, w wieku do 30 roku zycia jest okresowo zakazo-
na HPV HR, lecz sg to w zdecydowanej wiekszosci zaka-
zenia incydentalne, bez znaczenia dla rozwoju patologii
szyjki macicy.

Kluczowymi zagadnieniami dotyczacymi aplikaciji
diagnostyki wirusologicznej DNA HPV HR opartej o wy-
korzystanie narzedzi biologii molekularnej sa:

— wykorzystanie oznaczen DNA HPV HR na etapie
podstawowym skriningu, samodzielnie lub w powig-
zaniu z cytodiagnostyka,

— wykorzystanie oznaczen DNA HPV HR na etapie
pogtebionej interpretacji nieprawidtowych wynikoéw
oceny rozmazow cytologicznych jako doprecyzowa-
nie wskazan do kolposkopii.

Aplikacja testow molekularnych identyfikujgcych
DNA HPV HR w skrinigu raka szyjki macicy

Aktualnie na Swiecie nie zaleca sie stosowania
diagnostyki DNA HPV HR jako samodzielnego narze-
dzia diagnostycznego skriningu. Opinie te podtrzymu-
je rowniez FDA (US Food and Drug Administration).

Ze wzgledu na wysokg czuto$¢ identyfikaciji zmian
CIN 2+, czyli rzeczywistych stanéw przedrakowych,
szacowang na ponad 90% walidowane klinicznie testy
molekularne identyfikujgce DNA HPV HR sg rekomen-
dowane jako element pierwotnego skriningu w powig-
zaniu z cytodiagnostyka.

Skrining cytologiczny powinien by¢ rozpoczynany
miedzy 21 (np. USA), a 25 rokiem zycia (np. Polska)
i obejmowac populacje do 65 roku zycia.

2.1.1. Aplikacja testow DNA HPV HR w skriningu
raka szyjki macicy dla populacji kobiet mig-
dzy 21 a 29 rokiem zycia.

Aktualnie, podobnie jak dla catej populacji
réwniez dla kobiet miedzy 21 a 29 rokiem zycia
nie zaleca sie stosowania testow DNA HPV HR
jako samodzielnego narzedzia badan przesiewo-
wych. Analogiczna opinia dotyczy oparcia skrinin-
gu o test potgczony, czyli cytodiagnostyka wraz
z testem DNA HPV HR.

Zalecane jest wykorzystanie testéw DNA HPV
HR do diagnostyki kobiet z rozpoznaniem cyto-
logicznym ASC-US jako narzedzia walidujgcego
to rozpoznanie. Kobieta z rozpoznaniem cytolo-
gicznym ASC-US, DNA HPV HR /+/ powinna bez-
wzglednie by¢ poddana badaniu kolposkopowe-
mu.

3.1.2. Aplikacja testow DNA HPV HR w skriningu
raka szyjki macicy dla kobiet migdzy 30 a 65
rokiem zycia.

Aktualnie podobnie jak dla catej populacji
réwniez dla kobiet miedzy 30 a 65 rokiem zycia nie
zaleca sige stosowania testow DNA HPV HR jako
samodzielnego narzedzia badan przesiewowych.
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* Test wykrywajacy 14 onkogennych typédw wysokiego ryzyka (HR)

Natomiast dla tej populacji rekomenduje sie 2.3. Aplikacja testow DNA HPV HR w wybranych sytu-
i zaleca oparcie skrinigu o test potaczony, czyli acjach klinicznych nieopisanych powyzej

wymaz cytologiczny wraz z testem na DNA HPV -
HR, wykonywane co 5 lat. Poprawng forma jest

réwniez postepowanie dotychczasowe czyli wy-

maz cytologiczny co 3 lata i aplikacja testow DNA

HPV HR w sytuacji kobiet z rozpoznaniem ASC

-US.

2.1.3. Aplikacja testow DNA HPV HR jako element
diagnostyki pogtebionej u kobiet DNA HPV
HR /+/, PAP /-/ (dodatni wynik na obecnos¢
DNA wirusa HPV, prawidtowy wynik oceny
rozmazu cytologicznego)

Rekomendowane sg dwie mozliwosci diagno-
styczne:

— powtérny test potgczony za 12 miesiecy, w sy-
tuacji DNA HPV HR /+/ i co najmniej ASC-US
nalezy wykona¢ kolposkopig, przy DNA HPV
HR /-/ i PAP /-/ powr6t do skriningu,

— wykona¢ genotypowanie typéw HPV, w sy-
tuacji 16, 18 HPV /+/ nalezy wykonac kolpo-
skopie, przy braku DNA HPV 16 i 18 powr6t do
skriningu.

2.2. Postepowanie w sytuacji wyniku testu potaczo-
nego DNA HPV HR /-/ i rozpoznaniu cytologicz-
nym ASC-US.

Zgodnie z obowigzujgcymi obecnie rekomenda-
cjami zaleca sie wykonanie wymazu cytologicznego
za 12 miesigcy.
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kobiety w wieku 65+, ktére majg dobrze udoku-
mentowany udziat w skriningu cytologicznym, bez
incydentéw rozpoznania patologii szyjki macicy
lub czynnikbéw ryzyka jej wystapienia, moga by¢
wytgczone z dalszego udziatu w badaniach prze-
siewowych i nie wymagajg aplikacji testow DNA
HPV HR.

kobiety w wieku 65+, ktére majg udokumentowa-
ny incydent rozpoznania patologii szyjki macicy,
powinny bra¢ udziat w skriningu z wykorzysta-
niem testu potgczonego przez okres 20 lat po za-
konczeniu leczenia lub samoistnej regresji zmiany,
nawet jesli ukonczyty 65 lat.

kobiety po operacji usunigciu macicy wraz z szyj-
ka powinny by¢ wytaczone z rutynowego skrinin-
gu, nie wymagaja rutynowej aplikacji testow DNA
HPV HR.

kobiety, ktére przebyty leczenie CIN 2+ wymagajg
5-letniej kontroli. Jednym z elementéw tej kontroli
powinien by¢ test potaczony wykonany podczas
pierwszej wizyty, 3 miesigce po zakonczeniu le-
czenia. Kazdy wynik, co najmniej ASC-US Ilub
DNA HPV 16 i/lub 18 /+/ powinien by¢ wskaza-
niem do wykonania badania kolposkopowego.
Wykrycie zakazenia wywotanego innym typem wi-
rusa powinno by¢ wskazaniem do skrocenia cza-
su przerwy miedzy poszczego6lnymi kontrolami.
kobiety szczepione przeciwko HPV podlegajg ru-
tynowemu skriningowi wedtug opisanych powyzej
zasad dla poszczegoélnych populacji wiekowych.
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Standardy jakosSci w zakresie diagnostyki
DNA HPV, oceny jej jakosci i wartosci
diagnostycznej oraz laboratoryi(nez)
interpretacji i autoryzacji wyniku badan
laboratoryjnego

Badania laboratoryjne

Wynik badania laboratoryjnego ma istotne znacze-
nie w wyborze dalszego postepowania z pacjentka. Stad
prawidtowo wykonane badanie laboratoryjne powala na
podjecie wtasciwych decyzji terapeutycznych. Btedy po-
wstate na etapie pobrania wymazu, transportu czy wy-
konania badania powodujg uzyskanie wynikow fatszywie
negatywnych lub fatszywie pozytywnych.

Pobieranie i transport wymazu szyjki macicy
materiatu do badan DNA HPV
Formularz zlecenia badania, szczegétowe instrukcje
dotyczace pobierania, przechowywania i transportu pré-
bek dostarcza laboratorium wykonujgce badanie DNA
HPV. Zaleca sig by w formularzu zlecenia umiesci¢ wynik
badania cytologicznego i/lub histopatologicznego.

3.2.1. Pobieranie wymazu

Zaleca sie¢ by wymaz z szyjki macicy zostat
pobrany jatowg szczoteczkg obejmujaca strefe
przeksztatcen i wchodzgca cze$ciowo do kanatu.
Szczoteczke nalezy umiesci¢ centralnie w ujéciu
zewnetrznym kanatu szyjki macicy i pigciokrotnie
obrécic wokoét wiasnej osi. Nastepnie, o ile pro-
ducent testu diagnostycznego nie zaleca inaczej,
zebrany materiat najlepiej zawiesi¢ w podfozu
transportowym do ptynnej cytologii i testu HPV
oraz starannie wyptuka¢ uciskajgc o dno pojem-
nika celem pozostawienia mozliwie jak najwigk-
szej ilosci materiatu komoérkowego do badania.
Nie nalezy pozostawia¢ szczoteczki w podtozu
do badania. Tak pobrane komérki z szyjki macicy
sg bardzo dobrze zakonserwowane, co umozliwia
przechowywanie materiatu w temperaturze po-
kojowej (15-30°C) bez negatywnego wptywu na
wynik badania. Zamknigty pojemnik z materiatem
komérkowym zawieszonym w ptynnym podto-
zu transportowym powinien by¢ przechowywany
zgodnie z wytycznymi producenta.

Nalezy pamigtag, iz system pobierania i trans-
portu musi zawsze byé walidowany ze stosowa-
nym testem diagnostycznym celem uniknigcia
btedow przedanalitycznych i zapewnienia wiary-
godnych wynikéw.

Pojemnik z pobranym wymazem powinien
zawiera¢ nastepujace dane pacjenta: Imie Nazwi-
sko, PESEL oraz date pobrania lub kod paskowy.

3.2.2. Transport materiatu do badan
laboratoryjnych
Materiat jest transportowany w zamknigtych
probéwkach Iub pojemnikach, w zamknigtym
opakowaniu zbiorczym, oznakowanym ,materiat
zakazny”.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Metody badawcze
Laboratorium stosuje metody badawcze, kitére odpo-
wiadajg aktualnej wiedzy medycznej i zostaty odpowied-
nio walidowane przez laboratorium.

3.4.1. Wykrywane genotypy

Testy DNA HPV stosowane w profilaktyce raka szyj-
ki macicy powinny wykrywa¢ mozliwie jak najwiecej z 14
genotypdéw wysokiego ryzyka (HR): 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68. Ze wzgledu na dobér
dalszego postepowania diagnostycznego niezbedna
jest identyfikacja typow 16i 18.

Genotypy HPV niskiego ryzyka czesto wigzg sie
z tagodnymi zmianami $rédnabtonkowymi nizszego
stopnia lub z rozwojem kiykcin konczystych, dlatego
tez w badaniach profilaktycznych raka szyjki macicy nie
stosuje sie testow HPV wykrywajgcych typy niskiego
i Sredniego ryzyka.

3.4.2. Czutos¢ kliniczna testu DNA HPV

Cecha wiekszosci testow do wykrywania DNA HPV
HR jest wysoka czuto$¢ analityczna, ale niska swoisto$¢
w wykrywaniu >CIN2. Z tego powodu pozytywny wynik
DNA HPV nie pozwala odr6zni¢ zakazenia trwatego od
przejsciowego i ustalenie dalszego postepowania dia-
gnostycznego (powtérzenie badania oraz kolposkopia
i biopsja).

Zaleca sie aby test DNA HPV HR przeznaczony do
badan skriningowych kobiet >30 byt walidowany klinicz-
nie i posiadat potwierdzang czuto$¢ i swoistos¢ klinicz-
ng w wykrywaniu zmian >CIN2 ze skutecznos$cig rowng
lub wyzszg niz 90%. Czutos¢ kliniczna potwierdza, ze
test wykrywa typy wysokiego ryzyka na klinicznie istot-
nych poziomach zakaznosci.

Testy nie spetniajgce powyzszych kryteriow wa-
lidacji klinicznej nie powinny by¢ uzywane, co pozwoli
ograniczy¢ przypadki wykrycia DNA HPV na klinicznie
nieistotnych poziomach zakaznoséci i unikng¢ nieuza-
sadnionej kolposkopii.

3.4.3. Wyniki fatszywie negatywne

Zbyt mata ilos¢ komoérek pobranych do badania lub
nieprawidtowe przechowywanie i warunki transportu
probki oraz btedy analityczne mogg prowadzi¢ do uzy-
skania wyniku fatszywie negatywnego. W molekularnej
diagnostyce DNA HPV nalezy stosowa¢ testy posiada-
jace wewnetrzng kontrole komérkowsg (np. amplifikacja
i detekcja genu B-globiny), ktéra stanowi ocene popraw-
nosci: pobrania wymazu, przeprowadzenia procesu
ekstrakcji oraz amplifikacji DNA i zabezpiecza przed
wydaniem wyniku fatszywie ujemnego.

3.4.4. Wyniki fatszywie pozytywne

Wysoka czuto$¢ metod molekularnych wykrawajg-
cych DNA HPV niesie ze soba ryzyko wynikéw fatszy-
wie pozytywnych z powodu zanieczyszczenia probki
badanej przez niewielkie ilosci DNA innych pacjentow.
Stad zaleca si¢ stosowanie testébw zawierajgcych en-
zymatyczne zabezpieczenia przed wydaniem wyniku
fatszywie pozytywnego w nastepstwie kontaminacji (np.
UNG i dUTP).
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3.5. Wymagania dotyczace testow diagnostycznych

3.6.

Nr 05/2013

i aparatury

Testy stosowne do wykrywania DNA HPV, system
do pobierania wymazu i podtoze transportowe, oraz apa-
ratura wykorzystywane do diagnostyki medycznej in vitro
muszg spetnia¢ wymagania odkreslone w ustawie o wy-
robach medycznych.

Baze danych o wyrobach medycznych dopuszczo-
nych do uzywania w Rzeczpospolitej Polskiej prowadzi
Prezes Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wy-
robéw Medycznych i Produktow Biobdjczych.

Prezes Urzedu udziela informacji publicznej o za-
wartosci bazy na wniosek producenta lub laboratorium,
stad zaleca sie weryfikacje czy ustugodawca spetnia
wymagania gwarantujgce jako$¢ oferowanego produktu.

3.5.1. Zlecanie badania
Podmiot leczniczy jest obowigzany stosowaé wy-
roby medyczne, a lekarz moze zleca¢ badania dia-
gnostyczne przeprowadzane za pomocg wyrobow
medycznych.

3.5.2. Testy komercyjne

Producent testu jest odpowiedzialny za przepro-
wadzenie walidacji i wykonuje stosowne badania kli-
niczne pozwalajgce na dopuszczenie testu do stoso-
wania w diagnostyczne medycznej in vitro. Walidacja
obejmuje stosowane podtoze transportowe, test dia-
gnostyczny oraz wykorzystywang aparature. Dodatko-
wo dla metod komercyjnych (opracowanych i opisa-
nych przez producenta laboratorium) wykonuje ocene
precyzji i poprawnosci.

Uzytkownik jest obowigzany do przestrzegania in-
strukcji uzywania testu i aparatury dostarczonej przez
producenta oraz podanej w nigj interpretacja wynikéw.
Modyfikacje uzytkownika w procedurze wykonania ba-
dania wymagajg walidacji przez laboratorium.

3.5.3. Testy wytworzone przez laboratorium

Stosowanie testow wytworzonych przez laborato-
rium (typu in-house, home-made) jest mozliwe wytacz-
nie po przeprowadzeniu petnej walidacji i spetnieniu
odpowiednich wymagan zasadniczych okreslonych
w rozporzgdzeniu Ministra Zdrowia. Spetnienie wyma-
gan jakosciowych musi by¢ potwierdzone wpisem do
bazy prowadzonej przez Prezesa Urzedu Rejestraciji
Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Pro-
duktow Biobojczych.

Przedstawianie i wydawanie wynikow badan
DNA HPV
Formularz sprawozdania z badania DNA HPV pro-
wadzony jest zgodnie z rozporzgdzeniem Ministra Zdro-
wia i autoryzowany przez diagnoste laboratoryjnego
posiadajacego tytut specjalisty z laboratoryjnej genetyki
medycznej lub mikrobiologii medycznej i legitymujacych
sie co najmniej 2 letnim do$wiadczeniem w diagnostyce
molekularne;.
Formularz sprawozdania z badania laboratoryjnego
moze by¢ przekazany w formie elektronicznej z zacho-
waniem wymagan prawnych.

3.7. Wymagania dotyczace laboratorium

Laboratorium musi spetnia¢ standardy jakosci po-
dane w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia w sprawie
standardow jakosci dla medycznych laboratoriow dia-
gnostycznych i mikrobiologicznych, w szczegélnosci:

— opracowuje, wdraza i stosuje procedury przyjmo-
wania, rejestrowania i laboratoryjnego oznako-
wywania materiatu do badan oraz udostepnia je
zleceniodawcom, ktorzy potwierdzajg zapoznanie
sie z tymi procedurami,

— prowadzi wewnetrzng kontrole jakosci badan
i uczestniczy w zewnetrznej kontroli jakosci zgod-
nie z rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia.

— dla zapewnienia wymaganej jakosci wykonywa-
nych badan laboratorium jest obowigzane do wy-
konania minimum 100 badarn DNA HPV rocznie.
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Ustawa o dziatalnosci leczniczej z dnia 15 kwietnia 2011 .
Ustawa 0 zawodach lekarza i lekarza dentysty z dnia 5 grudnia 1996 .
Ustawa 0 wyrobach medycznych z dn. 20 maja 2010 1.

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 12 stycznia 2011 r. w sprawie wymagan za-
sadniczych oraz procedur oceny zgodno$ci wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro.

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA1 z dnia 3 marca 2004 r. w sprawie wymagan, jakim
powinno odpowiada¢ medyczne laboratorium diagnostyczne.

ROZPORZNDZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 21 stycznia 2009 r. zmieniajgce rozporzadze-
nie w sprawie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiolo-
gicznych.
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