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-1500 nuovi casi (4 - 5.3 per 100000) e circa 600 decessi (1,5 - 2,4 per 100000)

-Forte e continua riduzione della mortalità e dell’incidenza

-riduzione più accentuata tra il 1980 e il 2000

-continua, seppur in misura minore, fino al 2012

-Andamenti riflettono l’effetto preventivo dei programmi organizzati di screening cervicale

ENTITA’ DEL PROBLEMA



-12.000 nuove diagnosi ogni anno

-4.200 decessi

-Massimo tra le donne di colore 

-meno inclini a seguire screening



-George Papanicolaou descrisse le modificazioni cellulari nei campioni cervicali nel 1928

-La sua tecnica non fu ampiamente implementata per molti anni

Guinea Pig



-Fu solo negli anni '50 che i campioni cervicali furono prelevati per la prima volta in UK
-pur senza un programma adeguatamente organizzato

-Giovani donne
-Contraccezione o assistenza prenatale
-Prevalentemente provenienti da gruppi socioeconomici più elevati

-basso rischio di carcinoma cervicale

-Tuttavia, divenne evidente che nelle aree in cui esisteva un programma ben organizzato, come ad
esempio in Scozia, la mortalità per carcinoma della cervice iniziò a diminuire



Displasia di basso grado - LSIL Displasia di alto grado - HSIL



Cellule normali Cellule normali

HPV-HR + HPV-HR -





-Una delle infezioni sessualmente trasmesse più comuni a livello globale

-Virus a DNA che infetta le cellule epiteliali di diverse mucose e la cute

-Numerosissimi sierotipi 

-Specie-specifico 

-Classificato in tipi ad alto e basso rischio
-in relazione all’associazione con il rischio di sviluppare alcuni tumori maligni



-Piccoli virus privi di mantello, con genoma a DNA bicatenario, geneticamente stabili

-Oltre 200 sierotipi, circa 60 infettano la mucosa genitale

-I genotipi a basso rischio causano lesioni genitali (condilomi) che raramente cancerizzano

-18 sierotipi ad alto rischio (associati a > 85% dei casi di carcinoma della cervice uterina)



-Il 50% delle infezioni da HPV scompare dopo 6-12 mesi
-Il 90% scompare dopo 2-3 anni
-Nel 25-33% delle donne HPV HR+ è presente una citologia anomala
-Il rischio di cancro aumenta significativamente per le infezioni persistenti più di 5 anni

Mark Schiffman et al. J Natl Cancer Inst, 2011



-Genoma a DNA circolare a doppia catena di circa 8 kb di soli 8 geni

-Le regioni codificanti vengono classificate in precoci (E) e tardive (L)

-La regione E viene espressa nelle cellule infettate
-codifica per proteine funzionali / regolatorie (E1-E7)

-La regione L1-L2 codifica per le proteine strutturali
-viene espressa solo nelle infezioni produttive



-E6 ed E7 creano un ambiente permissivo

-Degradazione di RB
-iperproliferazione

-Degrazione di P53
-blocco apoptosi, instabilità genomica

-Blocco dei telomeri (TERT)
-immortalizzazione

INTEGRAZIONE DEL GENOMA VIRALE

-L’integrazione è random nel genoma dell’ospite

-I geni di HPV si perdono nel processo di integrazione ad eccezione di E6 e di E7



AMBIENTE PERMISSIVO

-Mantenimento della proliferazione cellulare

-Instabilità genomica delle cellule infettate

-Blocco dell’apoptosi

-Immunoevasione

Crosbie EJ et al. Lancet, 2013



IMMUNOEVASIONE

-Bassi livelli di replicazione virale nello strato basale

-Diminuita espressione di MHC1 indotta da E5

-Soppressione della risposta all’interferon e al TNF-α indotta da HPV

-Attivazione di citochine soppressive e di Tregs da parte di E6 ed E7



-Prestazioni cliniche valutate in più studi indipendenti

-Detection rate di CIN2 e CIN3 equivalente ad test a DNA

-Minor tasso di re-invio a colposcopia

PERCHE’ USARE UN TEST HPV-HR mRNA? 



PERCHE’ USARE UN TEST HPV-HR mRNA? 

Analisi "pooled di HPV-HR"
16/18/31/33/35/39/45/51/52/
56/58/59/66/68



PERCHE’ USARE UN TEST HPV-HR mRNA? 

-Training di base anche per personale non specializzato in biologia molecolare

-Automatizzazione completa, elevata processività e rapido work-flow

-Singolo prelievo, unico vials (lo stesso della citologia), scalabilità

-Tempi di risposta rapidi (7-10 giorni)

-Possibilità di genotipizzare HPV16, HPV18/HPV45 (stesso materiale, stessa piattaforma)



PERCHE’ UN TEST HPV-HR mRNA 
ASSOCIATO 

ALLA CITOLOGIA IN FASE LIQUIDA? 

Citologia in fase liquida 



PERCHE’ UN TEST HPV-HR mRNA 
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-Dato difficile da stimare (5-18%)

-Sequenziare (PCR) ogni caso

-Lesioni precursore poco conosciute

-Istotipi aggressivi, poco responsivi

-Stadio localmente avanzato

PERCHE’ UN TEST HPV-HR mRNA 
ASSOCIATO 

ALLA CITOLOGIA IN FASE LIQUIDA? 



-Potenzialità della citologia in fase liquida (riduzione inadeguati, migliore morfologia)

-Report integrato (morfologia – molecolare), commenti clinici operativi

-Storage a tempo potenzialmente indefinito dei vials

-Creazione di casistiche di validazione controllate ed omogenee
-per setting epidemiologici
-per clinica
-per controllo bioptico  

PERCHE’ UN TEST HPV-HR mRNA 
ASSOCIATO 

ALLA CITOLOGIA IN FASE LIQUIDA? 



-Integrazione con rete di Digital Pathology

-Applicazione algoritmi intelligenza artificiale e analisi di immagine automatizzata

-Generazione di dati epidemiologici e di ricerca clinico-patologica

-Core facility per tutti i laboratori collegali alla rete LILT

-accesso a second opinion di un centro terziario

-repository dei preparati citologici allestiti (e refertati) altrove

-"Hub&Spoke"per l’esecuzione decentralizzata del test molecolare HPV

PERCHE’ UN TEST HPV-HR mRNA 
ASSOCIATO 

ALLA CITOLOGIA IN FASE LIQUIDA? 



POPOLAZIONE ELEGIBILE

-Co-test per le donne fra i 25-30 e i 65 anni 
-prima diagnosi
-follow-up di L-SIL
-follow-up post-cono
-follow-up di chirurgia

-< 25 e > 65 Pap-Test strato sottile ev. test molecolare 



SETTING CLINICI PARTICOLARI 

-Peri-menopausa o post-menopausa

-H-SIL post-trattamento,“Test Of Cure, TOC”

-Citologia indeterminata, sospetta o L-SIL

-Sensibilità e VPP, VPN sovrapponibili ai test HPV-DNA

-Specificità lievemente superiore ai test HPV-DNA



Un co-test negativo 6 mesi dopo un trattamento per H-SIL è indice
affidabile per spostare nel tempo i follow-up



Hospital

Hospital

P
ro

p
o

rt
io

n
P

o
si

ti
vi

ty
(%

)

n = 241 (11.7%)

n = 248 (12.1%)

n = 248 (12.1%)

n = 972 (47.4%)

n = 124 (6.0%)

n = 219 (10.7%)

n = 2052 (100%)

TOTALE 2052

Cagliari 241 (11.7)

Catanzaro 248 (12.1)

Genova 248 (12.1)

Milano 972 (47.4)

Padova 124 (6.0)

Siracusa 219 (10.7)



All

patients

HPV 

Assay

HPV 

Assay

Negative Positive

2052 (100) 1830 (100) 221 (100)

Cagliari 241 (11.7) 210 (11.5) 31 (14.0)

Catanzaro 248 (12.1) 229 (12.5) 19 (8.6)

Genova 248 (12.1) 229 (12.5) 19 (8.6)

Milano 972 (47.4) 838 (45.8) 133 (60.2)

Padova 124 (6.0) 118 (6.5) 6 (2.7)

Siracusa 219 (10.7) 206 (11.3) 13 (5.9)

% HPV+

Cagliari 12,86%

Catanzaro 7,66%

Genova 7,66%

Milano 13,68%

Padova 4,83%

Siracusa 5,93%

10,76%



All

patients

HPV 

Assay

HPV 

Assay

P-value*Negative Positive

Age

Mean [SD] 43.4 44.0 [10.8] 38.8 [10.5] <0.0001
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LILT Milano è il gruppo con donne significativamente 

più giovani rispetto a tutti gli altri ospedali
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HPV Assay Molecular Test



All patients

HPV Assay HPV Assay

P-value*Negative Positive

Total 2052 (100) 1830 (100) 221 (100)

Pap-Test

Negative 1828 (89.3) 1742 (95.4) 85 (38.5)

Positive 221 (10.7) 84 (4.6) 136 (61.5) <0.0001

00,22%% Pap inadeguati



n = 1826 (100%) n = 221 (100%)

n = 1742 (95.4%)

n = 42 (2.3%)
n = 38 (2.1%)

n = 85 (38.5%)

n = 84 (38.0%)

n = 16 (7.2%)

n = 24 (10.9%)

n = 12 (5.4%)
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HPV Assay Molecular Test

Questo barplot mostra le percentuali di diagnosi di 

PAP Test nei gruppi HPV Negativo e Positivo

-Nel gruppo HPV- possiamo osservare che anche il

paptest è negativo nel 95.4% dei casi

-Nel gruppo HPV+ troviamo diverse diagnosi:

ASCH (5.4%), ASCUS (10.9%), H-SIL (7.2%), L-SIL

(38%) ma anche un pap-test negativo (38.5%)



Pap-Test

HPV Assay

Negative

HPV Assay

Positive

Negative 1828 (89.3) 1742 (95.4) 85 (38.5)

AGC 2 (0.1) 2 (0.1) 0 (0.0)

ASCH 14 (0.7) 2 (0.1) 12 (5.4)

ASCUS 62 (3.0) 38 (2.1) 24 (10.9)

H-SIL 16 (0.8) 0 (0.0) 16 (7.2)

L-SIL 126 (6.2) 42 (2.3) 84 (38.0)

HPV+ 

PapTest anomalo 61,5%

HPV-

PapTest negativo 95,4%
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HPV Assay Molecular Test

n = 163 (74.1%)

n = 3 (1.4%)

n = 39 (17.7%)

n = 14 (6.4%)

n = 1 (0.4%)

n = 220 (100%)

HPV Genotype



HPV Vaccine HPV - HPV + p-value

No 1641 (87.2) 1465 (87.9) 175 (81.8)

Yes 240 (12.8) 201 (12.1) 39 (18.2) 0.01497



HPV Assay Positive and Vaccine 

positive   

Total 39 (100)

Pap-Test

Negative 11 (28.2)

Positive 28 (71.8)

Pap-Test Diagnosis

Negative 11 (28.2)

ASCH 2 (5.1)

ASCUS 5 (12.8)

H-SIL 2 (5.1)

L-SIL 19 (48.7)



-Raccolta dati colposcopie ed esiti biopsie, ove disponibili, di tutte le pazienti

-Analisi statistica esito biopsia VS Co-test

-Comparazione con casisitca Co-test INT non LILT (>2900 pazienti) VS LILT

ONGOING…



All patients

HPV Assay HPV Assay

P-valueNegative Positive

Total 2906 (100) 2223 (100) 683 (100)

Age

Mean [SD] 48 48 [11.9] 47  [12.7] 0.10

%HPV+  20,5%

CASISTICA CO-TEST INT



All patients

HPV Assay HPV Assay

P-value*Negative Positive

Total 2906 (100) 2223 (100) 683 (100)

Pap-Test

Negative 2211 (76.4) 2003 (90.6) 203 (30.0)

Positive 683 (23.6) 207 (9.4) 473 (70.0) <0.0001

1,03%0,59%% Pap inadeguati



-Test HPV mRNA: sensibilità simile con maggiore specificità rispetto ai test HPV DNA 

-potenziale per lo screening primario del cancro cervicale ogni 5 anni

-Maggiore specificità del test mRNA: più efficace per il triage di LSIL e ASCUS 

-esame affidabile per valutazione II livello screening 

-Co-testing post-LEEP: test affidabile per la guarigione

-follow-up a 3 anni senza HSIL o cancro ne conferma l'efficacia

CONCLUSIONI
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Experience is what you get 

when you don’t get what you want

Randy Pausch


