
JOURNAL FÜR
FERTILITÄT UND REPRODUKTION

JOURNAL FÜR
FERTILITÄT UND REPRODUKTION

Krause & Pachernegg GmbH · VERLAG für MEDIZIN und WIRTSCHAFT · A-3003 Gablitz

ZE
IT

SC
HR

IF
T 

FÜ
R 

IN
-V

IT
RO

-F
ER

TI
LI

SI
ER

UN
G,

 A
SS

IS
TI

ER
TE

 R
EP

RO
DU

KT
IO

N 
UN

D 
KO

NT
RA

ZE
PT

IO
N

Indexed in EMBASE/
Excerpta Medica

Homepage:

www.kup.at/fertilitaet
Online-Datenbank mit

 Autoren- und Stichwortsuche

HILFRICH R, KOHLHOFF M, LIFKE V, PRÖMER H, SCHNÖLL S
Aktuelles: Nachweis produktiver HPV-Infektionen am zytologischen

Routine-Abstrichpräparat

Journal für Fertilität und Reproduktion 2004; 14 (4) (Ausgabe
für Österreich), 18-22

http://www.kup.at/cgi-bin/popup.pl?url=http://www.kup.at/fertilitaet
www.kup.at/db/index.html


https://www.kup.at/extern?url=https://homegarden.co.at/


J. FERTIL. REPROD. 4/200418

AKTUELLES

EINLEITUNG

Das gynäkologisch-zytologische
Screening nach Papanicolaou (Pap-
Test) ist eine sehr erfolgreiche Krebs-
vorsorgeuntersuchung und hat in
den letzten Jahrzehnten dazu bei-
getragen, die Häufigkeit des Zervix-
karzinoms in hohem Ausmaße zu
senken. Trotzdem gibt es Jahr für Jahr
noch etwa 700 Neuerkrankungen in
Österreich [1] und etwa 7000 Neu-
erkrankungen in Deutschland. Die
Ursachen hierfür sind neben den
Fehlern bei der mikroskopischen Un-
tersuchung hauptsächlich die fehler-
haften und unzureichenden Entnah-
me- bzw. Abstrichtechniken [2–5].
Der Pap-Test weist in der Einzelan-
wendung eine Sensitivität von etwa
50 % auf und geriet daher ebenfalls
in die Kritik [2, 3, 6, 7]. In der kumu-
lativen fünfmaligen Anwendung
steigt die Sensitivität des Pap-Test je-
doch auf über 95 % an, ohne daß die
Spezifität unter 95 % sinkt [8–10].
Trotzdem ist die qualitative Verbesse-
rung einer jeden Methode durch
eine Kombination mit neuentwickel-
ten Diagnostikverfahren erstrebens-
wert [11].

Humane Papillomaviren sind fakulta-
tiv pathogene Erreger des Menschen
und kommen bei der sexuell aktiven
Bevölkerung sehr häufig vor. Die
Infektionsrate bei Frauen im gebärfä-
higen Alter liegt zwischen 30–50 %.
Nur eine kleine Gruppe der Huma-
nen Papillomaviren (HPV), die soge-
nannten Hochrisikotypen, sind in der
Lage, ein Zervixkarzinom auszulösen
[12–15]. In zahlreichen epidemiolo-
gischen und molekularbiologischen
Studien konnte gezeigt werden, daß
diese Hochrisikotypen in über 98 %
der Zervixkarzinome existent sind
[15–17].

Tatsächlich erkranken aber weniger
als 0,1% der infizierten Frauen an
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einem Zervixkarzinom [18], ein
Zeichen dafür, daß das Immunsystem
die Erkrankung sehr gut kontrollieren
kann. Daher ist es für eine klinisch
relevante Diagnose wichtig, nicht nur
die Infektion mit HPV zu identifizie-
ren, sondern einen Hinweis für eine
potentiell pathogene Entwicklung
dieser Infektion zu gewinnen und
rechtzeitig vor der Bildung eines
Carcinoma in situ zu reagieren [19].

Das Hauptproblem in der HPV-Dia-
gnostik ist das Fehlen von Nachweis-
systemen, die eine hohe Spezifität
aufweisen. Mit dem Nachweis der
viralen Erbsubstanz (gängige PCR-
oder Hybridisierungs-Verfahren)
stehen sehr sensitive Methode zur
Verfügung [5, 7, 12, 14], um die In-
fektion mit HPV-Hochrisikotypen zu
belegen. Die Relevanz eines positiven
Nachweises ist jedoch gering und für
den Verlauf der Erkrankung ohne
prognostische Bedeutung.

Auf der Suche nach prognostischen
Markern für das Zervixkarzinom
wurde mit Viroactiv® ein Nachweis
entwickelt, der das virale Capsid-
protein der Humanen Papillomaviren
detektiert. Im Rahmen der natürlichen
HPV-Infektion wird das Capsidprotein
nur im Verlaufe einer produktiven
Phase gebildet. Eine produktive Phase
ist durch starke Virusvermehrung und
anschließende Freisetzung der Viren
gekennzeichnet. In diesem Fall ist
die betroffene Frau infektiös und das
Virus kann durch Geschlechtsverkehr
übertragen werden. Im Rahmen der
produktiven Infektion treten darüber
hinaus morphologische Zellverände-
rungen auf, die sich u.a. als leichte bis
mäßige Dysplasie (PAP IIID) zeigen
können. Der Viroactiv®-Nachweis
sollte daher eine sehr hohe Spezifität
aufweisen.

Gleichzeitig ist von Impfstudien be-
kannt, daß das Capsidprotein das Im-
munsystem besonders stark stimuliert.
Das Capsidprotein wird daher von
verschiedenen Impfstoffherstellern
für die Entwicklung von prophylakti-
schen HPV-Impfstoffen verwendet.

Die Entwicklung von therapeutischen
Impfstoffen, die auf der Aktivierung
des Immunsystems durch die viralen
Proteine E6 und E7 beruhen, wurden
mangels Effektivität eingestellt [20].

Bei einer erfolgreichen Aktivierung
des Immunsystems, wie z. B. durch
das virale Capsidprotein, kann man,
wie bei vielen anderen Infektionser-
krankungen auch, davon ausgehen,
daß die Erkrankung gut kontrolliert
wird. Das heißt, daß in bezug auf
präkanzeröse Zellveränderungen im
gynäkologischen Bereich diese in
hohem Maße über eine Remission
eine Selbstheilung erfahren können
(Regression) [7, 13]. Wird das Immun-
system ungenügend aktiviert, so sind
die Immunzellen nicht in der Lage,
gegen die dysplastischen Zellen vor-
zugehen und eine Progression scheint
wahrscheinlich [21].

Da der Viroactiv®-Test darüber hinaus
die Morphologie der Zelle erhält und
am bereits Pap-gefärbten Präparat
eingesetzt werden kann, scheint die-
ses Verfahren somit in idealer Weise
geeignet zu sein, um den konventio-
nellen Pap-Test bei auffälligem zyto-
logischem Befund zu ergänzen.

FRAGESTELLUNG

Die Aufgabenstellung war einerseits
die Etablierung dieses Tests (Phase 1)
und die Überprüfung (Phase 2) des
Nachweisverfahrens für das HPV-
Capsidprotein in unterschiedlichen
zytologischen Stadien, um einerseits
die Spezifität und andererseits die
Sensitivität des Nachweises zu über-
prüfen. Die prognostische Bedeutung
des Nachweises wird im Rahmen
einer Follow-up-Studie untersucht.

MATERIAL UND METHODEN

Probenmaterial und Entnahme

Das Patientengut wurde in drei
Gruppen eingeteilt:
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Gruppe 1: Als Kontrollgruppe wurden
150 zytologisch unauffällige, als PAP I
klassifizierte Präparate analysiert.

Gruppe 2: 122 PAP II-Präparate, zyto-
morphologisch unauffällig, jedoch mit
HPV-Anzeichen oder Kernunruhen

Gruppe 3: 251 PAP IIID-Präparate.
Die Bezeichnung PAP IIID lehnt sich
an die modifizierte Münchener No-
menklatur II an. Die hier bezeichne-
ten PAP IIID-Präparate sind eine Zu-
sammenfassung aus verschiedenen
zytomorphologisch auffälligen Prä-
paraten mit Dysplasie.

Die Probenentnahme von der Zervix
erfolgte mittels Spatel oder Cytobrush
und die Zellen wurden auf einem
Objektträger ausgestrichen und mit
Merkofix fixiert.

Virushüllproteinnachweis und
Auswertung

Der Nachweis von produktiven HPV-
Infektionen wurde mit Viroactiv®

HPV-Screening (VAS) und Viroactiv®

HPV-High Risk (VAH) Antikörpern
(beides Produkte der Virofem Diagno-
stik und Forschungs GmbH, Wies-
baden, Deutschland) durchgeführt.
VAS erkennt alle klinisch relevanten
HPV-Typen im Bereich der Zervix,
demgegenüber ermöglicht VAH eine
spezifische Eingrenzung auf Hochri-
sikotypen.

Viroactiv® basiert auf monoklonalen
Antikörpern, die gegen das Capsid-
protein L1 der Humanen Papilloma-
viren gerichtet sind. Im Verlaufe der
natürlichen HPV-Infektion wird das
L1-Capsidprotein nur während der

produktiven Phase gebildet. Das
Capsidprotein wird nach seiner Syn-
these im Zytoplasma sehr schnell in
den Zellkern transportiert. Dort
ummantelt das Hüllprotein die neu
gebildete virale Erbsubstanz, bevor
diese in großen Mengen aus der infi-
zierten Zelle ausgeschleust wird [22,
23].

Der Nachweis des Hüllproteins kann
in der Histologie und Zytologie ge-
führt werden. In der Zytologie können
native (ungefärbte) oder nach Papa-
nicolaou bereits gefärbte Abstrich-
und flüssiggestützte Dünnschichtprä-
parate verwendet werden.

Die Detektion einer Zelle im gesam-
ten Präparat ist für einen positiven
L1-Capsidprotein-Nachweis ausrei-
chend. Ein positives Ergebnis liegt
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vor, wenn der Kern der Zelle rot
angefärbt ist (Abb. 1). Als Funktions-
kontrolle zur Überprüfung wurden
HPV L1-Capsidprotein-positive Sf9-
Insektenzellen verwendet.

Aufgrund der vorgegebenen Situati-
on im Labor wurde der Analyse-
schwerpunkt auf den Nachweis von
HPV-Hochrisikotypen gelegt.

Testdurchführung

Die zu färbenden Präparate wurden
in Zitratpuffer, pH 6,0 auf 100° C
erhitzt und 15 min. inkubiert.
Anschließende wurden sie mit Blok-
king-Reagenz für 5 min. benetzt und
dann mit dem Primärantikörper 2 h
bei 37° C (alternativ über Nacht bei
RT) inkubiert. Der Nachweis des
gebundenen Primär-Antikörpers er-
folgte mittels eines Sekundär-Antikör-
pers und einer Niederschlagsfärbung
nach Vorschrift des Herstellers.

ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Studie wurden
insgesamt 523 Abstriche untersucht.

Gruppe 1

Als Kontrollgruppe wurden 150 mor-
phologisch unauffällige Patientinnen

untersucht. Davon waren 27 % (40/
150) der mittels PCR untersuchten
Fälle und 7 % (10/150) die mittels
Hybrid Capture II untersuchten Fälle
HPV-positiv. Im Gegensatz dazu
waren nur 3 % (4/150) der mittels
Viroactiv® (VAS) untersuchten Fälle
positiv. Die Spezifität des Viroactiv®

Testes ist mit 97 % deutlich höher als
die Spezifität des Erbsubstanznach-
weise (Tab. 1).

Gruppe 2

Von 122 Proben der Gruppe PAP II
wurden 28 Präparate auf alle HPV-
Typen und 94 Präparate auf HPV-
Hochrisikotypen untersucht. In 18/28
(64 %) der morphologisch unauffälli-
gen Abstrichpräparate, die jedoch
Kernunruhen oder Anzeichen einer
HPV-Infektion zeigten, wurde eine
allgemeine, produktive HPV-Infektion
nachgewiesen. Dagegen waren 10/28
(36 %) der untersuchten Präparate
dieser Gruppe HPV-negativ. Der
Anteil der HPV-Hochrisiko-positiven
Fälle dieser Gruppe fiel niedriger aus.
Insgesamt waren 30/94 (32 %) der
untersuchten Fälle Hochrisiko-positiv
und 64/94 (68 %) HPV-Hochrisiko-
negativ (Tab. 2).

Gruppe 3

Aus der Gruppe PAP IIID mit 251
Präparaten wurden 94 Abstriche auf
HPV und 157 Abstriche auf Vorhan-

densein von HPV-Hochrisikotypen
untersucht. Es wurden 78/94 (83 %)
HPV-Screening-positive und 16/94
(17 %) HPV-Screening-negative Fälle
nachgewiesen. Somit nimmt der

AKTUELLES

Tabelle 3: Gruppe 3: Morphologisch
auffällige Abstrichpräparate
Zytologie PAP IIID
HPV Screen High Risk
(n = 251) (n = 94) (n = 157)

(+) (–) (+) (–)

Anzahl 78 16 83 74
Prozent (%) 83 17 53 47

Tabelle 1: Gruppe 1: Morphologisch
unauffällige Abstrichpräparate
Zytologie (n = 150) PAP I
HPV-Nachweis PCR HC II Viroactiv

Anzahl positiver
Befunde 40 10 4
Spezifität (%) 73 93 97

Tabelle 2: Gruppe 2: Morphologisch
unauffällige Abstrichpräparate, jedoch
mit Kernunruhen oder Anzeichen einer
HPV-Infektion
Zytologie PAP II
HPV Screen High Risk
(n = 122) (n = 28) (n = 94)

(+) (–) (+) (–)

Anzahl 18 10 30 64
Prozent (%) 64 36 32 68

Abbildung 1: Aufnahmen HPV-positiv gefärbter Abstrichpräparate in verschiedenen Vergrößerungen
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Anteil an allgemein HPV-positiven
Fällen von der Gruppe der Pap II-
Präparaten zu der Gruppe der Pap
IIID-Präparaten von 64 % auf 83 %
zu. Darüber hinaus steigt in der
Gruppe der Pap IIID-Präparate auch
das Vorkommen der HPV-Infektion
von Hochrisikotypen. Davon waren
83/157 (53 %) Hochrisiko-positiv und
74/157 (47 %) Hochrisiko-negativ.
Alle Patientinnen werden – soweit
möglich – im Follow-up weiter unter-
sucht (Tab. 3).

DISKUSSION / FAZIT

Bei der Diagnostik von HPV-Infektio-
nen im Bereich der unklaren Zytolo-
gie sowie bei leichten bis mäßigen
Dysplasien erwiesen sich die gegen
das L1-Capsidprotein gerichteten
Viroactiv® Antikörper als eine ideale
Ergänzung für den Pap-Test. Im Ge-
gensatz zum Erbsubstanz-Nachweis
(wie z. B. PCR oder Hybrid Capture
II-Test) bleibt die Morphologie der
Zellen auf zytologischen Präparaten
bei der Durchführung des immun-
chemischen HPV-Nachweises mit dem
Viroactiv® Test erhalten, was eine
gezielte mikroskopische Beurteilung
der positiv reagierenden Epithelien

gestattet [24]. Die einfache Hand-
habung und Auswertung im Labor
ermöglicht darüber hinaus einen ziel-
gerichteten Einsatz bei jedem zyto-
logischen Verdacht auf HPV-Infektio-
nen. Besonders vorteilhaft ist, daß
Viroactiv® am bereits PAP-gefärbten
Präparat eingesetzt werden kann,
also ein zweites Abstrichpräparat
nicht erforderlich ist. Die im Rahmen
dieser Studie erzielten Ergebnisse
decken sich mit den in der wissen-
schaftlichen Literatur beschriebenen
Daten:

Zytomorphologisch unauffällige Prä-
parate weisen nur in Ausnahmefällen
eine produktive HPV-Infektion (Nach-
weis für die L1-Capsidprotein-Syn-
these) auf. Die Spezifität dieses
Nachweisverfahrens lag bei unserer
Untersuchung bei über 95 % und
grenzt sich somit eindeutig von den
Erbsubstanznachweisen ab, deren
Spezifität abhängig von der Nachweis-
grenze bei nur etwa 70 % lag. Somit
korreliert der Nachweis der produkti-
ven Phase einer HPV-Infektion sehr
gut mit der klinisch relevanten, auf-
fälligen Zytologie, während latente
HPV-Infektionen bei der unauffälligen
Zytologie nicht erfaßt werden. Labor-
kranke werden also durch Viroactiv®

verhindert.

AKTUELLES

Abstriche mit zytologischen Anzei-
chen einer HPV-Infektion oder Kern-
unruhen (PAP II) zeigen zu einem
hohen Prozentsatz (64 %) eine pro-
duktive HPV-Infektion. Demgegen-
über wiesen 32% dieser untersuchten
Präparate eine produktive HPV-Infek-
tion mit Hochrisikotypen auf. Der
Anteil der produktiven HPV-Infektion
betrug bei den leichten bis mäßigen
Dysplasien 83 %. Wie zu erwarten
stieg mit dem Schweregrad der Läsion
bei den Abstrichen mit leichten bis
mäßigen Dysplasien (PAP IIID) die
Häufigkeit der Hochrisikotypen auf
53 % an.

Hochgradige Dysplasien (Pap IVa auf-
wärts) wurden im Rahmen dieser Stu-
die nicht untersucht, da unabhängig
vom HPV-Ergebnis eine histologische
Abklärung im Rahmen einer Dyspla-
siesprechstunde indiziert ist. Es muß
allerdings ausdrücklich darauf hin-
gewiesen werden, daß wie anhand
des viralen Infektionszyklus zu er-
warten ist, sich bei hochgradigen
Dysplasien (PAP IVa/b, PAP V) der
Anteil an produktiven HPV-Infektio-
nen verringert [20, 25]. Ursache
hierfür ist zum einen die Integration
der viralen Erbsubstanz in das
menschliche Genom (Beginn einer
Zellentartung) und zum anderen der
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Verlust von differenzierungsabhängi-
gen Transkriptionsfaktoren für die
L1-Capsidprotein-Synthese, wie es
bei hochgradigen Läsionen oder Kar-
zinomen die Regel ist [26, 27].

Demnach könnte der Verlust der
Expression des L1-Capsidproteins in
HPV-infizierten Epithelzellen als
früher Hinweis für den progredienten
Dysplasieverlauf dienen und von
hoher prognostischer Bedeutung sein
[21]. In zur Zeit laufenden Studien
scheint sich diese Hypothese zu be-
stätigen, wonach ein positiver Viro-
activ® Nachweis bei einer leichten
bis mäßigen Dysplasie mit einer
Remission einhergeht, wohingegen
ein negativer Viroactiv® Nachweis
bei Hochrisiko-positiven Pap IIID mit
einer Progression korreliert.

Vor diesem Hintergrund der potenti-
ellen prognostischen Bedeutung des
Viroactiv® Nachweises bei leichten
bis mäßigen Dysplasien scheint die
Kenntnis produktiver oder nicht pro-
duktiver HPV-Infektionen ein neues
Kapitel im Management von auffälli-
gen zytologischen Screeningbefunden
zu eröffnen. Da der Viroactiv® Nach-
weis keinerlei zusätzliche apparative
Investitionen erfordert und nur maxi-
mal 11 Euro pro Bestimmung kostet,
stellt er damit eine kostengünstige,
sehr sinnvolle und empfehlenswerte
Verbesserung des Pap-Tests dar.
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