HPV-tester

HPV-deteksjon som en tilleggs-
undersgkelse til cytologiscreening ved
usikre og lavgradige celleforandringer

Av

Artikkelen bygger pa en undersgkelse publisert i Gynecol. Oncol. 2011; d0i:10.1016/j.

ygyno.2011.07.024

flytskjema for HPV-testing (1) har det siden 2005 vaert anbefalt a gjore
HPV-testing som en tilleggsundersgkelse pa kvinner som deltar i den norske mas-
seundersgkelsen mot livmorhalskreft. Det finnes i dag en rekke forskjellige kom-
mersielt tilgjengelige HPV-tester. Noen av disse har vaert pa markedet i mange ar
og er godt utprgvd i store studier, mens andre er utviklet de siste to — tre arene.
Metodene varierer med hensyn til hvorvidt de paviser mRNA eller DNA fra hgyri-
siko HPV (hrHPV), og hvilke hrHPV genotyper de paviser. Det har vaert hevdet at
mRNA-tester er mer spesifikke enn DNA-tester, fordi de paviser en aktiv infeksjon
med proteinsyntese av de onkogene proteinene E6 og E7. Ved Stavanger Univer-
sitetssjukehus er det gjort en sammenligning av forskjellige HPV-metoder.

skvammags
celleforandring av usik-
ker betydning (ASCUS)
og lavgradig skvammaes
lesjon (LSIL) kan forskjel-
ler i fortolkning og lav sensitivitet veere
problematisk (2, 3). For disse cytologi-
diagnosene er pavisning av hgyrisiko
Humant Papilloma Virus (hrHPV) derfor
brukt i utstrakt grad, siden en persistent
infeksjon med hrHPV er ngdvendig for &
utvikle cervical intraepitelial neoplasia
(CIN), dvs. forstadium til livmorhalskreft
(4, 5).
For kvinner med cytologidiagnose
ASCUS eller LSIL blir det anbefalt a ta
en oppfelgende cytologipreve etter 6-12
maneder. Ifglge flytskjema utarbeidet
pa bakgrunn av anbefalinger fra «Faglig
Radgivningsgruppe for Masseundersg-
kelsen mot livmorhalskreft» i Norge,
skal denne oppfelgende preven diagnos-
tiseres med cytologi og analyseres for
tilstedevaerelse av hrHPV.
Dersom oppfelgingscytologien
fremdeles viser ASCUS, LSIL eller HSIL
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(heygradig skvammgs lesjon) og/eller at
HPV-testen er positiv, vil det bli anbefalt
at kvinnene tar en biopsi for a bekrefte
eller avkrefte om de har hgygradige cel-
leforandringer (CIN2-3) som kan utvikle
seg til livmorhalskreft.

Dersom biopsien bekrefter at det
er en CIN2-3, blir det anbefalt at kvin-
nene behandles med konisering, det
vil si kirurgisk fjerning av den delen av
livmorhalsen som har celleforandringer.
Dette medfgrer overbehandling av 15-

40 % av kvinnene med CIN2-3 forstadier,
fordi disse ville forsvunnet spontant uten
behandling.

Immunologiske og epiteliale cellefak-
torer hos kvinnene, i tillegg til viruse-
genskaper, har betydning for spontan
regresjon av en lesjon (6, 7).

Materiale

Studien er godkjent av REK vest, Norge
(2010/2550).

P4 Avdeling for patologi, Stavanger
universitetssjukehus, ble det nylig gjort
en sammenligning av forskjellige HPV-
tester. Prgvematerialet var ThinPrep®
vaskebasert cytologisk materiale (Pre-

servecyt TM, Marlborough, MA, USA) fra
528 kvinner som deltar i den norske mas-
seundersgkelsen mot livmorhalskreft og
som opprinnelig hadde cytologidiagnose
(indekscytologi) ASCUS/LSIL.

Ifplge retningslinjene ble det tatt en
ny cytologiprgve 6-12 maneder etter
indekscytologi. Denne ble hrHPV-testet
og brukt i sammenligningen. Prgvene ble
samlet inn fra januar til juni i 2010.

Metoder

De forskjellige HPV-metodene som ble
brukt i sammenligningen var:

Amplicor HPV DNA-test paviser 13 hr-
HPV virus (16, 18, 31, 33 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 0g 68).

Linear Array genotyping test paviser
spesifikt DNA fra 37 forskjellige HPV
genotyper, (6,11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61,
62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81,

82, 83, 84, 89 0g IS39 (subtype av 82)),
12 hgyrisiko, en sannsynlig heyrisiko,
7 mulig hgyrisiko, 8 lavrisiko og 9 ikke
klassifiserte.

Cobas4800 er fullautomatisert og pavi-
ser HPV DNA fra 14 hrHPV, (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 0g 68), i til-
legg til separat genotyping av HPV 16 og
18. Amplicor, Linear Array og Cobas4800
(Roche Molecular systems, Roche Diag-
nostics GmbH, Mannheim, Tyskland)
paviser B-globin i hver prgve som intern
kontroll pa adekvat prevemateriale.

PreTect HPV-Proofer (Proofer) (NorChip
AS, Klokkarstua, Oslo, Norge) paviser
E6/E7 full-lengde mRNA fra 5 hrHPV
virustyper (16, 18, 31, 33 og 45), i tillegg til
mRNA fra U1A i hver progve som intern
kontroll pa adekvat prevemateriale.

APTIMA (Gen-Probe, San Diego, CA,
USA) er basert pa isolering og amplifise-
ring av E6/E7 mRNA fra 14 hrHPV typer
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 0g 68) i ett og samme rer.



HPV-tester

Alle metodene ble utfgrt i henhold til HPV positive/negative pavist med de forskjellige metodene i oppfelgingscyto-
produsentenes anbefalinger og analyt- logien, sett i forhold til indekscytologi ASCUS or LSIL
tisk positiv og negativ kontroll var med i
hvert proveoppsett for alle metodene. Indekscytologi
Resultat fra Amplicor HPV-test sammen Metode HPV-resultater | ASCUS LSIL Totalt
med cytologisk diagnose avgjorde om det
ble anbefalt a ta en oppfelgingsbiopsi. De negativ 258 61 319
forskjellige metodenes evne til & pavise (70 %) (39 %) (60 %)
HPV i vaeskebaserte cytologipraver ble sl 109 95 204
underspkt, i tillegg til deres sensitivitet for Amplicor (29 %) (61 %) (39 %)
a pavise CIN2-3 og spesifisitet for a pavise . 4 1 5
CIN1 eller mindre i oppfelgingsbiopsien. ugyldig (1 %) (1 %) (1 %)
Det ble ogsé undersgkt om de forskjellige 371 157
metodene hadde evne til  forutsi spontan Totalt (70 %) (30 %) 508
%’egreSJon av CIN2-3. Ved siste oppdate:'rl'ng . 268 64 332
i desember 2010 var det 47 med biopsidiag- negativ
i ) (72 %) (41 %) (63 %)
nose CIN2-3 og 35 av disse var konisert,
(gjennomsnittlig tidsintervall 10 uker). 12 Cobas4800 positiv 103 93 196
(32 %) viste spontan regresjon, definert 22 = R
som CIN1 eller mindre i oppfelgingskoni- Totalt 371 157
sat. Linear Array ble brukt til 4 sammen- (70 %) (30 %) 528
ligne resultat av delvis genotyping med . 319 118 437
Cobas4800 og Proofer. hegativ (86 %) (75 %) (83 %)
[£EELAY ( f 20/ ) (22‘::/ ) R ;i/ )
ReSUItater PreTect HPV-Proofer 9 ° 3 ° 12 °
Spm visti Tabell. 1 va.lr antallet HI'DV-posi- ugyldig (3 %) (3 %) 2 %)
tive prover relativt likt for Amplicor og
Cobas4800, (204/528 = 39 % 0g 196 /528 Totalt 370 155
=37 %), for APTIMA var antallet bare litt (70 %) (30 %) 5251
lavere (169/528=32 %). Proofer hadde Negativ 280 79 359
lavest antall HPV-positive (76/513=15 %). (75 %) (50 %) (68 %)
Sammenlignet med Linear Array, var . 91 78 169
overensstemmelsen 90 % for genotyping APTIMA Positiv (25 %) (50 %) (32 %)
av HPV 16 og 18 med Cobas4800 og 70 % 371 157
for genotyping av HPV 16, 18, 31, 33 0g 45 Totalt (70 %) (30 %) 528
med PIOOfeli. . o . 256 56 312
Sammenligning av kappaverdier viser Negativ (82 %) (18 %) (59 %)
nesten perfekt overensstemmelsen mel- Linear Array
lom Amplicor og Cobas4800 (x = 0,85). Positiv 115 101 216
Amplicor og Proofer har mindre bra 58 5 e ) el )
overensstemmelse (k = 0,33). Amplicor Totalt 371 157
og APTIMA har betydelig overensstem- (70 %) (30 %) 528

melse (x = 0,74). Cobas4800 og Proofer

. 1. Tre prover hadde ikke tilstrekkelig materiale til & analyseres med PreTect HPV-Proofer metoden
har mindre bra overensstemmelse (k =

0,34), mens Cobas4800 og APTIMA har plicor og Cobas4800: henholdsvis 18 % bas4800 og APTIMA viser nesten perfekt
nesten perfekt overensstemmelse, (k = (9,9-27,6) 0g 26 % (17,0-37,3), noe hgyere samsvar, mens Proofer er signifikant
0,81). Proofer og APTIMA har moderat for APTIMA: 38 % (26.9-49.0), mens forskjellig fra de andre testene med
overensstemmelse (x = 0,41). Proofer hadde den hgyeste spesifisiteten: ~ betraktelig lavere antall HPV-positive og
Sensitiviteten for a pavise CIN2-3 i 76 % (65,4-85,1), (se Tabell 2). lavere sensitivitet. Resultatene i denne
oppfelgingsbiopsier (95 % konfiden- Ingen av metodene hadde evne til & sammenligningen viser at mRNA-testene
sintervall) var svart hgy for Amplicor, forutsi spontan regresjon av CIN2-3. har hayere spesifisitet enn DNA-testene.
Cobas4800 og APTIMA: henholdsvis Sammenlignet med APTIMA kan det
100 % (92,5-100), 96 % (85,5-99,5) og DiSkUSj on synes som en hgy spesifisitet for PreTect

98 % (88,7-99,9), og lavest for Proofer HPV- Proofer skjer pa bekostning av
med 53 % (38,1-67,9). Spesifisiteten for a Pavisning av hrHPV og sensitiviteten for lavere klinisk sensitivitet.
pavise CIN1 eller mindre var lav for Am- a forutsi CIN2-3 med Amplicor, Co- Overensstemmelsen mellom de to
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. Sammenligning av HPV-positive og HPV-negative resultater med de forskjellige metodene i oppfolgingscytologi 6-12 maneder

etter indekscytologi ASCUS eller LSIL. Histologisk bedemmelse av to uavhengige gynekologipatologer av CIN1 (eller mindre) og CIN2-3 i
oppfelgingsbiopsier ble brukt til G kalkulere spesifisiteten og sensitiviteten for metodene.

Oppfelgingsbiopsier
Sensitivitet Spesifisitet
Normal CIN1 CIN2-3 Total (95 % CI)! (95 % CI)!
. 18 %
Negativ 10 4 0 14 (9,9-27,6)
Amplicor " 100 %
Positiv 33 33 47 113 (92,5-100)
Totalt 43 37 47 127
. 26 %
Negativ 12 9 2 23 (17,0-37,3)
Cobas4800 -, 96 %
Positiv 31 28 45 104 (85,5-99,5)
Totalt 43 37 47 127
. 76 %
Negativ 34 27 22 83 (65,4-85,1)
Pre;f:;fgr " Positiv 8 7 23 38 53 %
(38,1-67,9)
Totalt 42 34 45 121
. 38 %
Negativ 16 14 1 31 (26,9-49,0)
APTIMA - 98 %
Positiv 27 23 46 96 (88,7-99,9)
Totalt 43 37 47 127

195 % konfidensintervall

mRNA-baserte testene, Proofer og
APTIMA, er moderat, (kappa=0,41), med
22 % uoverensstemmelse. Det er tekniske
forskjeller mellom de to metodene, siden
Proofer bare paviser 5 og APTIMA 14
hrHPV subtyper. Vi fant at 27 % av CIN2-
3-lesjonene som ikke ble pavist med
Proofer, inneholdt virus som testen ikke
kunne pavise. Den lave kliniske sensitivi-
teten for Proofer i var studie blir bekreftet
iandre studier (8).

For pavisning av hrHPV ble inkludert
i masseundersgkelsen mot livmorhals-
kreft, var den vanlige prosedyren a
gjenta cytologiscreening av kvinner
med ASCUS/LSIL-diagnose. Dette forte
til at disse kvinnene hadde en uavklart
diagnose og gjentatte cytologiske prover
for biopsering. Siden 2005 har HPV
blitt brukt i triage av ASCUS/LSIL, det
vil si at en sorterer disse i HPV-negative
og HPV-positive kasus som avgjgr den
videre oppfelging med biopsi eller ikke.
Amplicor HPV-test var positiv for 29 %
av prgvene med normal oppfelgings-
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cytologi, 17 % av disse hadde CIN2-3 i
oppfelgingsbiopsien. I vart begrensede
prevemateriale var Proofer negativii %
av CIN2-3 tilfellene med normal cytologi.
Som et sikkerhetsnett, og i strid med
retningslinjene, anbefaler Norchip at
kvinner som har negativ Proofer mRNA
test og normal oppfolgingscytologi, skal
ta en ny cytologitest innen 6-12 maneder.
Denne praksisen forer til gkte kostnader
og kan ogsa virke paradoksalt siden HPV-
testing ble innfgrt for a gke sensitiviteten
for ASCUS og LSIL cytologi. Norchips
anbefalinger ble derfor ikke fulgt i var
studie.

Mange store studier, basert pa sensi-
tive HPV DNA-tester, har vist at en HPV-
negativ cytologiprgve har hgy negativ
prediktiv verdi (9, 10). Dette gir en god
sikkerhet for at disse kvinnene kan hen-
vises til innkalling for ny rutinescreening
etter tre ar. Disse studiene viser ogsa at
primaer HPV-screening er mer sensitiv
enn dagens praksis i Norge med cytologi
primaerscreening og HPV som sekundaer-

screening. Flere land i Europa vurderer
derfor a innfore HPV primarscreening i
sine nasjonale screening program.

I det norske screeningprogrammet er
det cytologisk diagnose sammen med
HPV-resultat som bestemmer hvilken
oppfelging kvinnene med ASCUS og LSIL
cytologi skal fa. For disse usikre og lav-
gradige diagnosene, er HPV-testing den
mest sensitive maten & avgjgre hvorvidt
kvinnene trenger oppfelging med biopsi
eller ikke (2). Det er viktig at metoder
som inkluderes for bruk i en screening-
populasjon er validert for bruk i den po-
pulasjonen testen er ment a brukes i. Hay
sensitivitet gir en hgy negativ prediktiv
verdi og HPV-negative kvinner kan trygt
anbefales ny rutinescreening etter tre ar.
PreTect HPV-Proofer oppfyller ikke disse
kravene peridag.

Interessekonflikt

Ingen av forfatterne har interessekon-
flikter ndr det gjelder studiens design,



innhenting av data, analysering og tolk-
ning, skriving av artikkelen eller avgjo-
relsen om a fremlegge den for publise-
ring. Prosjektbeskrivelsen ble pd forhand
godkjent av de respektive produsentene
av metodene og det ble gitt tillatelse til
a publisere data uansett utfall for de
forskjellige metodene. Alle produsen-
tene fikk anledning til a lese den samme
versjonen av artikkelen pa forhand og en
del av kommentarene som fremkom ble
tatt til folge i den originale artikkelen til
Gynecologic Oncology.

Vi er sveert takknemlig for bidraget fra
de respektive produsentene med a dekke
utgifter til reagenser og utlan av utstyr.

Referanser

1. Kreftregisteret. http://kreftregisteret.no/no/
Forebyggende/Masseundersokelsen-mot-livmorhals-
kreft/Flytdiagram/

2.Solomon D, Schiffman M, Tarone R. Comparison

of three management strategies for patients with
atypical squamous cells of undetermined signifi-
cance: baseline results from a randomized trial. ] Natl
Cancer Inst. 2001 Feb 21;93(4):293-9.

3.Stoler MH, Schiffman M. Interobserver reproduci-
bility of cervical cytologic and histologic interpreta-
tions: realistic estimates from the ASCUS-LSIL Triage
Study. JAMA. 2001 Mar 21;285(11):1500-5.

4.Walboomers JM, Jacobs MV, Manos MM, et al.
Human papillomavirus is a necessary cause of
invasive cervical cancer worldwide. ] Pathol. 1999
Sep;189(1):12-9.

5.zur Hausen H, de Villiers EM, Gissmann L. Pa-
pillomavirus infections and human genital cancer.
Gynecol Oncol. 1981 Oct;12(2 Pt 2):S124-8.

6.0vestad IT, Gudlaugsson E, Skaland [, et al. Local
immune response in the microenvironment of CIN2-
3 with and without spontaneous regression. Mod
Pathol. 2010 Sep;23(9):1231-40.

7.0vestad IT, Gudlaugsson E, Skaland I, et al. The im-
pact of epithelial biomarkers, local immune response
and human papillomavirus genotype in the regres-
sion of cervical intraepithelial neoplasia grades 2-3.
Journal of clinical pathology. [Research Support,
Non-U.S. Gov't]. 2011 Apr;64(4):303-7.

8.Burger EA, Kornor H, Klemp M, et al. HPV mRNA
tests for the detection of cervical intraepithelial
neoplasia: A systematic review. Gynecol Oncol. 2010
Dec2.

9.Anttila A, Kotaniemi-Talonen L, Leinonen M, et al.
Rate of cervical cancer, severe intraepithelial neo-
plasia, and adenocarcinoma in situ in primary HPV
DNA screening with cytology triage: randomised
study within organised screening programme. Bmj.
2010;340:¢1804.

10.Naucler P, Ryd W, Tornberg S, et al. Efficacy of HPV
DNA testing with cytology triage and/or repeat HPV
DNA testing in primary cervical cancer screening. J
Natl Cancer Inst. 2009 Jan 21;101(2):88-99.



