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Guideline HPV og Atypi

Indledning
Baggrund

Det er efterhanden veldokumenteret at cervixcancer skyldes human papilloma virus (HPV). Det
er derfor veesenligt at belyse sammenhaengen mellem den letteste celleforandring, atypi, og
HPV infektion.

Definitioner
HPV: human papilloma virus
Atypi: en patologisk diagnose

Afgraensning af emnet

Guidelinen belyser forholdet mellem cervical HPV infektion og atypi. Under arbejdet med
evidens vurderingerne er det blevet klart, at der med hensyn til testning med smear og
virusanalyse er vidtgaende interessekonflikter savel sundhedspolitisk som indenfor specialerne
og der er derfor ikke angivet en endelig rekommandation. | stedet er guidelinen koncentreret
om evidens udfra hvilken DSOG kan veelge at fastseette sine retningslinjer.

Rekommendationer

1. Hvis der pavises atypi i cervikal smear skal der testes for HPV
(rekommandationsstyrke a)

2. Der er forskellige testmetoder. Som mindste krav skal testen kunne oplyse, om
der foreligger en risiko-HPV infektion. Der kan veere tilfeelde, hvor det er optimalt at
kende typen og at vide, om der foreligger infektion med flere typer, for at kunne
diagnosticere persisterende infektion (rekommandationsstyrke a).

3. Ved positiv risiko HPV skal patienten fglges hver 6. maned. Efter 2 negative HPV
tests med 6 maneders interval kan patienten overga til almindeligt screenings
program (rekommandationsstyrke d)

4. Hvis der ikke foreligger risiko-HPV infektion, er der ikke indikation for kontroller
udover screenings programmet (rekommandationsstyrke a).

5. Ved dysplasi er der ikke indikation for HPV test, men for kolposkopi med biopsier
(rekommandationsstyrke a).

Litteratursggningsmetode

Der er sggt i Medline pa atypi, HPV, papilloma virus, smear, cervical cancer, dysplasia, ASCUS,
dysplasia, CIS, koilycytosis. Dertil er tilgeengelige rapporter draget ind i vurderingerne. Der er
fundet mange, solide referencer af hgj evidens kvalitet samt metaanalyser over disse.
Evidensberegningerne har sdledes hgj styrke.
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Human Papillomavirus (HPV).

Problemstilling
Forekomst og morbiditet.

Genital infektion med Human Papillomavirus (HPV), som overfgres ved seksuel kontakt (Kjaer
2001)(evidens lla), er en ngdvendig forudsaetning for udvikling af cervix cancer (Walboomers
1999)(evidens I11); Munoz 2003 (evidens lla). Der er beskrevet over 100 forskellige HPV
typer, der inficerer hud og slimhinder og hver type har en saerlig affinitet for forskellige
lokalisationer pa kroppen. Omkring 40 forskellige HPV typer inficerer anogenitalregionen,
hvoraf de fleste er onkogene (Munoz 2003)(evidens lla).

HPV er formentlig den hyppigste seksuelt overfarte virus infektion og livstidsrisikoen anslas til
at veere 50-80% (Syrjanen 1990(evidens lla)). Preevalensen af HPV varierer i forskellige
befolkningsgrupper og er meget afhaengig af alder (Peto 2004(Manchester cohorten))(evidens
11a); Sherman 2003(Portland cohorten)(evidens l1a);Dunne 2007 (evidens lla). Peto fandt en
samlet preevalens pa 9,6% for kvinder mellem 15 og 69 ar med den hgjeste preevalens for
aldersgruppen 15-19 ar (24%) og jeevnt faldende med alderen til 1,8% for gruppen af de 55-
69 arige. Dunne fandt en samlet praevalens pa 26,8% blandt kvinder mellem 14 og 59 ar
(Atlanta materialet). Den hgjeste preevalens fandtes hos kvinder mellem 20 og 24 ar (44,8%)
faldende til 26% hos kvinder mellem 25 og 49 ar og til 19,6% hos 50-59 arige kvinder
(evidens lla).

HPV typerne opdeles i onkogene eller hgjrisiko typer, som er de typer, der findes i cervix
cancer og non-onkogene eller lavrisiko typer, som ikke forarsager svaerere cervikale
forandringer, men kan give anledning til lette dysplasier. De onkogene typer er angivet efter
faldende hyppighed i cervix cancerne: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51, 73, 68,
66 (Munoz 2004 (evidens lla);Walboomers 1999(evidens I11). De onkogene typer er ogsa de
mest hyppige HPV typer hos kvinder med normal smear (Kjeer 1996(evidens lla);Woodman
2001 (evidens I11);Munoz 2004 (evidens lla, gget veegt for stort materiale). De mest
almindelige onkogene typer globalt set er type 16, 18, 31, 33, 35, 45, 58 og 66 (Burchell
2006(evidens 1V)).

HPV uanset type er pavist i 99,7% af cervix cancer vaev fra hele Verden (Walboomers 1999,
evidens I11) gget styrke for stort materiale). Typerne 16, 18, 45, 31 og 33 pavises i omkring
80 % af de planocelluleere karcinomer og i 94 % af adenokarcinomerne, medens type 16 og 18
tilsammen er ansvarlig for omkring 70% af samtlige tilfeelde (Munoz 2004)(evidens lla)(Khan
2005, evidens lla med gget styrke for stort materiale).

De fleste cervikale HPV infektioner er forbigdende og cleares spontant i labet af 8-18 maneder
(Franco 1999(evidens lla)). Hos nogle kvinder bliver infektionen persisterende. Ved en kronisk
persisterende infektion kan det episomale virale DNA integrere sig i veertscellens DNA og blive
en del af genomet. High risk HPV typernes onkogene potentiale skyldes onkoproteinerne E6 og
E7, som binder sig til og modulerer flere forskellige genprodukter, isser tumorsupressor
proteinerne P53 og retinoblastom proteinet. Dette medfagrer, at en celle, som er kronisk
inficeret med high risk HPV, undergar kontinuerlig celledeling og ikke laengere er i stand til at
reagere pa celleskade med stop af celledeling eller apoptose. E6 og E7 proteinerne fra low risk
HPV typerne har ikke denne evne og er derfor ikke onkogene (Harald zur Hausen, Nature
reviews cancer 2002;2:342-350, Evidens 1V). Det er kvinder med persisterende HPV infektion,
der har risiko for at udvikle dysplasi og dermed ogsa cervix cancer (Kjser 2002 (evidens 11a);
Duensing 2004 (evidens 1V)). Man ved ikke hvorfor nogle HPV positive kvinder udvikler
dysplasi; men rygning kan veere medvirkende arsag (Tolstrup 2006(evidens lla)). Rygning kan
muligvis sveekke udviklingen af antistoffer (Wiley 2006(evidens I1b)). Blandt andre
medvirkende arsager er p-pillebrug og multiparitet forsladet (Castellsague 2003(evidens 1V)).
Desuden har kvinder med nedsat celluleert immunforsvar, som f. eks HIV-smittede, gget risiko
for at udvikle persisterende infektion og dermed cervikal dysplasi (Clifford 2006((evidens 1a)).

HPV infektion har vist sig at gge risikoen for CIN3 med en faktor 26 i forhold til HPV negative
og med en faktor 414 hvis der er pavist HPV 2 gange med et par ars mellemrum i forhold til 2

DSOG Kliniske guidelines side 3



Guideline HPV og Atypi

negative tests (Kjaer 2002(evidens Ila)). Schlecht (2001) har fundet at pavisning af HPV 16
eller 18 ved flere konsultationer med maneders mellemrum medfgrte en RR pa 12 for at
udvikle CIN3 i forhold til kvinder, som blev testet negative ved to kontroller (evidens 11b).
Pavisning af HPV har sadledes prognostisk betydning for senere udvikling af sveere
celleforandringer.The POBASCAM Study Group (evidens la) har vist, at clearance raten af HPV
ved normal cytologi var 43 % efter 6 maneder og 65 % efter 18 maneder. Ved ASCUS var den
29 % efter 6 maneder og 41 % efter 18 maneder. Clearance raten var lavest for HPV typerne
16, 18, 31 og 33 og efter 18 mdr signifikant lavest for HPV 16 (Bulksman 2007, evidens Ib).

Forekomsten af HPV pa cervix er ogsa afhaengig af om kvinden har normal smear, cervikal
dysplasi, eller cervix cancer. Hos danske kvinder i 20’erne med atypiske celler var HPV-
preevalensen 58%, hos kvinder med let dysplasi 92% og hos kvinder med > moderat dysplasi
97% (Kjaer 1996(evidens 1la)). Kvinder med normal smear, som er positive for onkogen HPV
har over tid en gget risiko for udvikling af sveere celleforandringer eller cancer (Kjaer
2006)(evidens lla).

Resumé af evidens

Genital HPV er en seksuelt overfgrt infektion og cervix cancer skyldes denne virus i
mindst 99%b af tilfeeldene (evidens 11a)

HPV er samtidig den hyppigst overfarte seksuelle virus infektion med en anslaet
livstidsrisiko pa 50-80% (evidens I1a)

De fleste genitale HPV infektioner er onkogene (evidens 11a)

De hyppigste onkogene HPV typer er 16, 18, 31, 33 og 45. HPV type 16 har et seerligt
onkogent potentiale (evidens 11a)

Preevalensen falder med alderen fra et peak i den vestlige verden omkring 20-24 ars
alderen (evidens I1a)

De fleste HPV infektioner overstas pa 8-18 maneder (evidens I1a), men
persisterende infektion giver steerkt gget risiko for udvikling af sveere
celleforandringer og cancer (evidens la)

Med gget svaerhedsgrad af celleforandringer gges preaevalensen af HPV (evidens 11a)

Kliniske rekommandationer

Afsnittet giver sammenhangen mellem sexuelt overfgrte HPV infektioners forlgb pa cervix og
den mulige udvikling af celleforandringer med cervix cancer som det veerst taenkelige.
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Atypiske celler
Problemstilling
Klassifikation af celleforandringer

Udtrykket "atypiske celler” er ikke entydigt anvendt, idet andre klassifikationer bruger andre
termer og de enkelte lande ikke har samstemmende fortolkning af cytologi. De fleste data
vedrgrende atypiske celler er baseret pa Bethesda terminologien, der anvender Atypical
Squamous Cells of Uncertain Significance (ASCUS) (Nayar 2004 (evidens 1V)). Davey (2005)
beskriver, at atypi ikke kan udelukke sveerere grad af celleforandring (evidens 1V).

Ved klassifikation af histologisk materiale anvendes WHO klassifikationen. Ved klassifikation af
cytologisk materiale anvendes i Danmark enten WHO klassifikation suppleret med modificerede
egnethedskriterier fra Bethesda klassifikationen eller et dansk klassifikationssystem med
opdeling i atypi eller malignitetssuspekte celler. | neermeste fremtid forventes at alle
patologiafdelinger i Danmark vil benytte Bethesda klassifikationen, idet den afspejler den
kliniske opfglgning af abnorme fund og indeholder definitioner for atypi og uegnede prgver
(evidens V).

Histologiklassifikation

WHO 2006 | normal let dysplasi / moderat sveer Carcinom | Invasivt
koilocytose dysplasi | dysplasi | ainsitu | karcinom

Cytologiklassifikation
modificeret | normal atypi let dysplasi | moderat sver | Carcinoma| Invasivt
WHO dysplasi | dysplasi in situ karcinom
(Danmark)
Andet dansk | normal Atypi Malignitetssuspekte
system
WHO 2006 | normal | ASC-US LSIL HSIL Invasivt
Bethesda ASC-H karcinom
(Interna- AGC
tionalt)

LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesion

HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesion

ASC-US: atypical squamous cells of undetermined significance

ASC-H: atypical squamous cells, kan ikke udelukke high-grade squamous intraepithelial lesion
AGC: Atypical glandular cells, atypisk cylinderepitel

HPV-test af kvinder med atypiske celler.

Forekomst af atypiske celler i smear er ikke et entydigt begreb. Atypiske celler kan skyldes
inflammation eller andre uspecifikke reaktive forandringer, men i 10-15 % af tilfeeldene findes
> CIN 2 i opfglgende histologisk materiale fra cervix uteri (Arbyn 2006, evidens la). | Arbyn's
metaanalyse (evidens la)) af kvinder med atypiske celler viste den videre udredning at:

9,7% (95% CI 7,7-11,7%) havde =CINII og

4,3 (95% CI 2,7-5,9%) havde =>CINIII.

Sensitivitet af HC2 som test til at stille diagnosen var:

92,5% (95% ClI: 90,1-94,9%) for =CINII og

95,6% (95% CI: 92,8-98,4%) for =>CINIII.
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Den poolede specificitet af HC2 var:

62,5% (95% ClI: 57,8-67,3%) for >CINII og

59,3% (95% CI: 51,2-67,4%) for CIN III.

I de studier, hvor der ud over en HC2 ogsa var taget en kontrol smear fandtes en 14% hgjere
sensitivitet for HC2 i forhold til gentaget smear med en tilsvarende specificitet.Dette er ogsa
tidligere vist af Bergeron et al (evidens lla), at kombineret cytologi og HC2 test for HPV gger
sensitiviteten pa bekostning af specificiteten. Det kunne konkluderes, at kvinder med ASCUS
0g negativ HC2-test ikke behgver henvisning til kolposkopisk udredning (evidens 11a).

Da preevalensen af HPV er meget afhaengig af alder, har det veeret diskuteret om anvendelse
og konsekvens af en test for HPV hos kvinder med atypiske celler skulle vaere afhaengig af
kvindens alder. Man har saledes fundet den samme sensitivitet af HPV-test ved atypiske celler
hos kvinder i alle aldersgrupper, men en starre specificitet, hos kvinder over 30 ar (Sherman
2000 (evidens IB med gget styrke for stort materiale), Shlay 2000 (evidens I11) og Kjaer 2002
(evidens 1V). Med andre ord vil implementering af HPV-testen hos kvinder over f.eks. 30 ar
med atypiske celler reducere antallet af ngdvendige henvisninger til kolposkopi betragteligt,
mens der hos de yngre kvinder er tale om en mindre reduktion. | Shermans studie af kvinder
med atypiske celler i smear henvistes sadledes 65% af 23-28arige kvinder til kolposkopi
sammenlignet med kun 31% af de >29-arige.

PCR metoden identificerer den enkelte HPV type (se appendix), sa der ved gentagen test kan
afggres, om der er tale om en persisterende infektion med dermed fglgende risiko for udvikling
af dysplasi eller om der er tale om en ny infektion. Ved kronisk persisterende HPV 16 infektion
fandtes efter 18 mdr =CIN 3 hos 25 % og 38% med henholdsvis normal cytologi og ASCUS
ved fagrste undersggelse. For onkogene HPV typer, ud over HPV typerne 16, 18, 31 og 33, er
risikoen for udvikling af = CIN 3 lav. (Bulkmans 2007, evidens Ib).

Ved anvendelse af mRNA test pavises aktiv produktion af HPV onkogenerne E6 og E7 og
dermed fas formentlig en mere praecis identifikation af dysplasi risikoen.

EG/E7 onkogener er ngdvendige for malign transformation af HPV infektion. PAvisning af mRNA
E6/E7 fra HPV typerne 16, 18, 31, 33 og 45 (se Appendix) giver en gget mulighed for at finde
virus, der udtrykker onkogener og dermed en forbedret risikovurdering af hvem der, uanset
alder, har risiko for udvikling af > CIN 2 laesion i cervix uteri. Hos kvinder med ASCUS og
positiv mMRNA test, er det vist af 83 % havde > CIN2 medens 62 % med positiv HPV DNA test
havde = CIN 2. (Cuschieri 2004, evidens I11)( Lie 2005 evidens I1l). Dysplasi risikoen var i
disse studier uafhaengig af alder.

Molden (2005)(Evidens I11) har fundet , at kvinder med ASCUS eller LSIL og positive mRNA
test har en 69,8 gange stgrre risiko for at udvikle CIN2+ inden for 2 &r end de kvinder, der
havde negative mRNA test. Til sammenligning var risikoen for CIN2+ inden for 2 ar 5,2 gange
forgget, hvis PCR-metode var anvendt til pavisning af HPV DNA. Specificiteten var 84,9 % for
MRNA testen og for PCR testen 50.0 %.

Resumé af evidens

Atypi er en patologisk usikker diagnose, men suppleret med HPV test bliver
sikkerheden med hensyn til pavisning af reelle celleforandringer betydelig bedre
(evidens l1a)

Valg af metode afheenger af kvindens alder (HCII metoden er mest anvendelig hos
kvinder over 30-35 ar (evidens Ib). Metoder med typebestemmelse kan anvendes
hos kvinder ogsa under 30 ar)(evidens Ib)

RNA metoder for onkogen expression synes anvendelige uanset alder (evidens 111)
Kliniske rekommandationer

1. Ved pavisning af atypi er der indikation for HPV test med typebestemmelse
(rekommandationsstyrke a)
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Appendiks
HPV testningsmetoder

HPV kan ikke dyrkes og serologiske assays kan ikke anvendes diagnostisk i klinikken da
antistofferne persisterer i mange ar og ikke afspejler en kronisk HPV infektion (Villa et
al.2006). Evidens llb, Rekommandationsstyrke b. Derfor diagnosticeres HPV ved detektion af
HPV nukleinsyrer (Molijn 2005).

HPV-DNA pavisning ved probning

Hybrid Capture 2 (HC2) er en signalamplifikationsmetode (signalforsteerkning uden
opformering af virus DNA) baseret pa et mix af prober, der binder sig til denatureret HPV-DNA
i prgven. Der anvendes en mix af 5 lavrisikotyper eller en mix af 13 hgjrisikotyper (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) selekteret af firmaet (Digene). HC2 er FDA godkendt i
USA og er blevet anvendt i screeningsstudier til kvinder over 30 ar (Castle 2002 (Evidens lla,
rekommandationsstyrke b, gget styrke for stort materiale), Clavel 2001)(Evidens llb,
rekommendationsstyrke b, gget styrke for stort materiale). Ulemperne er at testen ikke
indeholder alle risikotyper, ikke tillader identifikation af hvilken eller hvilke HPV genotyper der
er i prgven, den relativt lave fglsomhed i forhold til PCR, ingen mulighed for kvantitering, og en
vis krydsreaktion af HPV til begge probe-mix (Castle 2002, Poljak 2002 (Evidens lia,
rekommandationsstyrke b)), hvilket reducerer den kliniske relevans af et positivt resultat.
Konklusion: HC2 kan detektere HPV, men ikke skelne forbigdende infektioner med skiftende
typer fra en persisterende infektion. Rekommandation b.

HPV-DNA pavisning ved PCR

PCR er den mest udbredte amplifikationsmetode (DNA-multiplikation) af target (HPV). Oftest
anvendes konsensus (feelles for alle HPV) PCR primere, der amplificerer alle HPV genotyper.
PCR produktet kan typebestemmes ved sekventering eller ved brug af prober i array hvorved
alle de individuelle typer, der indgar i multiple infektioner kan bestemmes (Klaassen
2004;evidens 111, rekommandationsstyrke c, Park 2004; evidens Ill, rekommandationsstyrke
¢, Sandri 2006;evidens Ill, rekommandationsstyrke c). Metoden er mere fglsom end HC2
Fordelene er saledes at man far oplyst preecist hvilken eller hvilke HPV typer der er til stede.
Metoden er mere fglsom end HC2 (Johnson et al.2003)(Evidens |11, rekommandationsstyrke
c). testen kan pavise persisterende infektion med samme risikotype over tid. Afhangig af
testsystem og den undersggte patientpopulation opgives infektion med multiple typer
forskelligt, men kan vaere op mod 50%.

Konklusion: PCR med typning kan anvendes til at pavise og monitorere en infektion
(Rekommandation c).

Sensitiviteten af PCR er hgjere end HC2 (Rekommandation c).

Individuelle HPV typer kan pavises med microarray (Rekommandation c).

HPV-mRNA pavisning

Det er vist, at man kan undersgge for specifik HPV RNA onkogen ekspression, for eksempel
E6/E7 mRNA transcripts for HPV type 16, 18, 31, 33 og 45 med real-time PCR (Lamarcq
2002(evidens I1b), Wang-Johanning 2002(evidens 11b)) eller Nasba baseret teknik (Proffer
kit)(Kraus 2004 (evidens lla)(Molden 2005, Lie 2005, Cusheri 2004 (evidens Il1).

Konklusion: pavisning af mRNA E6/E7 synes at give en forbedret risikovurdering af hvem der,
uanset alder, har risiko for udvikling af >==CIN 2 lzesion pa vervix uteri.

Nyere metoder:

1.HPV-pavisning af integration

Integration af HPV DNA fra risikotyper i cervix celler er associeret med neoplastisk faenotype
eller high grade dysplasi. Assays for integration af type 16 og 18 er publiceret (Luft 2001). Den
kliniske veerdi af disse epidemiologiske eller forskningsbaserede assays vil vise sig fremover.

2.Pavisning af overudtryk af celluleere onkogen repressorer (P16 og P14)
P16 er et celluleert protein (kinase inhibitor) som udtrykkes i celler hvor cellecyklus er
forstyrret af HPV E7 onkoprotein. Pavisning af P16 i basale/parabasale celler kan derfor tyde
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pa malignt transformerede celler. Dette kan bl.a. pavises ved immunhistokemi (Ekalaksananan
2006) eller mRNA PCR (Kanao 2004).

Den kliniske veerdi af disse epidemiologiske eller forskningsbaserede assays vil vise sig
fremover.

Progvetagning

Hvis prgven kun indeholder et begreenset antal HPV-DNA kopier kan suboptimal prgvetagning
give inkonsistente resultater isaer i mindre fglsomme tests. Det kan pavirke positiv/negativ
resultater men ogsa bestemmelse af multiple typer, som kan optreede i forskellige
koncentrationer. Saledes har et studie af biopsi og skrab fra samme patient vist
sammenligelige, men ikke identiske resultater (Quint 2001). Hvis der anvendes vaeskebaseret
cytologi kan en del af materialet bruges til undersggelse for HPV. Hvis HPV prgven tages i
forbindelse med konventionel smear (udstrygning pa objektglas) tages cytologi smear fgrst og
derefter tages en anden prgve med cytobrush i virustransportmedie eller saltvand. Prgven
fremsendes indenfor 2 dggn.
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