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PREMESSA 

 

Secondo i dati GLOBOCAN 2018, il cervico-carcinoma è il quarto tumore più comune 

nelle donne e occupa il settimo posto a livello globale. La neoplasia è un esito raro di 

un’infezione molto frequente; ormai è ampiamente riconosciuto il ruolo cancerogeno 

dell’HPV identificato come fattore necessario, anche se non sufficiente, per lo sviluppo 

della neoplasia. Il DNA virale è individuato, infatti, in oltre il 99,7% dei casi di 

carcinoma cervicale (3,4).  

L'implementazione dei programmi di screening e la campagna di vaccinazione 

rappresentano l’arma più efficacie per ridurre la sua diffusione. In Italia, il Piano 

d'azione nazionale di prevenzione 2014-2018 ha dato indicazioni a tutte le regioni 

italiane di sostituire gradualmente il Pap test con HPV test per lo screening cervicale o 

di utilizzarlo nelle fasi intermedie di introduzione come criterio di triage in caso di 

anomalie citologiche di basso grado (45). 

Nonostante i recenti miglioramenti nell’ individuazione di biomarker molecolari nel 

rilevare precocemente la potenziale trasformazione maligna d’infezioni da HPV ad alto 

rischio (hrHPV), la ridotta adesione alla partecipazione ai programmi di screening 

rappresenta ancora un problema importante in diversi paesi, spesso a causa di costumi 

culturali, etici o religiosi.  

L'auto-prelievo vaginale può rappresentare una soluzione ragionevole e valida per il 

superamento di queste barriere, aumentando così la compliance allo screening. Tra i 

metodi di auto-prelievo, oltre all’utilizzo di tamponi vaginali, va considerata anche la 

raccolta di campioni di urina, reputata culturalmente e religiosamente più accettabile 

rispetto al prelievo vaginale (58), considerata valida alternativa come fonte di 

biomarkers per gli hrHPV.  

Oltre all’autoprelievo, recenti studi hanno evidenziato la possibilità di utilizzare ulteriori 

biomarker molecolari surrogati (identificazione di genotipi hrHPV, carica virale, 

metilazione dei geni virali e di quelli presenti nei tessuti colpiti da infezione, 

rilevamento di trascritti oncogeni) al fine di definire meglio il ruolo eziopatogenetico 

del virus, utile sia ai fini preventivi, diagnostici nonché prognostici e terapeutici. 
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1. Epidemiologia del Cervico-carcinoma  

 

Il cancro alla cervice uterina (CervicalCancer, CC) è il primo tumore ad essere 

riconosciuto dalla World Health Organization (WHO) come totalmente riconducibile ad 

un’infezione; è il quarto tumore più comune nelle donne e il settimo complessivamente 

(Figura.1) (1). 

 

Fig. 1. (Globocan 2018) 

 

 

L’agente eziologico di questa neoplasia è il Papilloma virus umano trasmesso per via 

sessuale (2). 

Il cervico-carcinoma è un esito raro di un’infezione molto frequente; ormai è 

ampiamente riconosciuto il ruolo cancerogeno dell’HPV identificato come fattore 

necessario, anche se non sufficiente, per lo sviluppo della neoplasia. Il DNA virale è 

individuato, infatti, in oltre il 99,7% dei casi di carcinoma cervicale (3,4). Il Center for 

Disease Control and Prevention (CDC, 2016) ha stimato che il 50% dei nuovi casi di 

infezione/anno coinvolge i giovani di età compresa fra 15 e 24 anni, sebbene essi 

rappresentino solo il 25% della popolazione sessualmente attiva.   
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Il processo di cancerogenesi è di lunga durata e il carcinoma rappresenta la fase 

evolutiva finale di una serie di lesioni a rischio progressivamente più alto che, 

particolarmente nelle fasi iniziali, possono peraltro regredire spontaneamente. I fattori di 

rischio riguardano fondamentalmente tutte le condizioni di trasmissione del virus e di 

progressione delle lesioni pre-maligne. Queste condizioni sono favorite da basso livello 

socio-economico (con scarso accesso alla prevenzione), numero di partner, giovane età 

di inizio dell’attività sessuale e parità (5). 

In Italia, nel 2018 sono stati circa 10.800 nuovi casi di tumore dell’utero, di cui 2.400 a 

carico della cervice uterina (pari a quasi il 2% di tutti i tumori incidenti nelle donne). Il 

tumore della cervice è più frequente nella fascia giovanile (4% dei casi, quinta neoplasia 

più frequente) mentre dopo i 50 anni rappresenta complessivamente l’1% dei tumori 

femminili (6). 

Si stima che il rischio di sviluppare un tumore della cervice uterina nell’arco della vita 

di una donna sia di 1 su 158. Il trend di incidenza della cervice uterina appare in lieve 

riduzione (-0,4%/anno) (Figura.2). 

 

 Fig. 2. Tumore del corpo dell’utero e della cervice uterina. AIRTUM: stima dei trend tumorali di incidenza e 

mortalità (utero totale) 2003-2018. Tassi standardizzati nuova popolazione europea 2013. 

 

APC = AnnualPercentChange (variazione percentuale media annua), I = incidenza, M = mortalità. 

Nota: una quota rilevante dei decessi dovuti a tumori dell’utero sono codificati come utero NAS (non altrimenti 

specificato), per tale motivo si riporta nel grafico la mortalità della categoria‘utero totale’, che include utero cervice, 

corpo e NAS. 

 



 

4 
Illari Sechi  

Implementazione di nuove strategie diagnostiche per la prevenzione del cervico-carcinoma 

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche.Università degli Studi di Sassari 

L’incidenza presenta gradienti Nord-Sud, con valori leggermente inferiori nel meridione. 

Nel 2015 sono stati 2.951 i decessi per tumore dell’utero (2.516 per altre parti dell’utero 

e 435 per la cervice uterina) pari al 4% dei decessi per tumore nelle donne, senza 

significative differenze per fasce di età. Il rischio di mortalità per un tumore dell’utero 

totale (non specificato se corpo o cervice) è pari a 1 su 135, con un trend totale costante 

(Fig.2). Tuttavia, per quanto riguarda la mortalità, questa non presenta gradienti Nord-

Sud. (6). 

La sopravvivenza a 5 anni dei tumori del collo dell’utero è pari al 68%. La probabilità di 

sopravvivere altri 5 anni, avendo superato il primo anno dalla diagnosi è pari a al 75% e 

al 93% dopo 5 anni dalla diagnosi (7). La sopravvivenza a 5 anni mostra lievi differenze 

tra Nord e Sud. La sopravvivenza a 10 anni è pari al 61%(7). 

In Italia, in relazione alla prevalenza, le donne che vivono con diagnosi di tumore del 

collo dell’utero sono circa 56.000. Il tasso di prevalenza è più alto nelle Regioni del 

Nord (8). Oltre l’80% dei casi prevalenti ha affrontato la diagnosi da oltre 5 anni. La 

proporzione maggiore di casi prevalenti si osserva nella fascia di età >75 (607/100.000) 

(8). 

Dai dati GLOBOCAN 2018 (rapporto dell'Agenzia internazionale per la ricerca sul 

cancro), sul cancro cervicale nel mondo, sono stati identificati 570.000 nuovi casi nel 

2018, con la maggior parte dei casi nei paesi in via di sviluppo, con un’incidenza del 

13.1 per 100.000 donne ed una mortalità del 6.9 per 100.000 donne (Figure 3-4). 

 

Fig.3. Incidenza (Globocan 2018) 

 



 

5 
Illari Sechi  

Implementazione di nuove strategie diagnostiche per la prevenzione del cervico-carcinoma 

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche.Università degli Studi di Sassari 

Fig.4. Mortalità (Globocan 2018) 

 

 

 

 

1.2. Caratteri generali e tassonomia del Papillomavirus umano 

(HPV) 

 
 

L’ipotesi di una correlazione tra infezione genitale da HPV e neoplasia cervicale (9) è 

stata formulata per la prima volta agli inizi degli anni ‘80 dal virologo tedesco Harold 

zurHausen e confermata da numerose evidenze molecolari ed epidemiologiche nel corso 

degli anni successivi (3; 10). 

I Papillomavirus sono piccoli virus specie-specifici appartenenti alla famiglia 

Papilloviridae, che infettano i tessuti epiteliali delle mucose e dell’epidermide, 

inducendo lesioni proliferative quali verruche, a livello di mani e piedi, e condilomi, a 

livello del tratto genitale, labiale e respiratorio (11). 

Sono virus privi di envelope glicoproteico, con un capside a geometria icosaedrica 

contenente una molecola di DNA circolare (Figura 5) a doppio filamento di circa 8 kb 

(9). A tutt’oggi sono stati identificati circa 200 differenti genotipi che infettano sia 

l’uomo, sia gli animali (12), 100 dei quali sono stati completamente sequenziati e 

caratterizzati. 
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Fig.5. Organizzazione del DNA circolare di HPV e integrazione nel DNA della cellula ospite (ZurHausen 2009) 

 

 

 

 

Il genoma dell’HPV è costituito da geni espressi precocemente nel loro ciclo vitale 

(Early, E), coinvolti nei processi di regolazione del ciclo replicativo virale, e da geni 

tardivi (Late, L), che codificano per le proteine del capside:  

 Tra i geni precoci (più del 50% di tutto il genoma): E1 e E2 sono coinvolti nella 

replicazione del DNA virale, nel mantenimento dello stato episomale e nella regolazione 

della trascrizione, in particolare E2 come repressore è molto importante nel regolare i 

livelli di espressione di E6 ed E7, le due principali oncoproteine di HPV (13); E4 è 

coinvolto nella maturazione della particella virale: è in grado di interagire con i 

filamenti intermedi di cheratina, rendendoli meccanicamente instabili e facilitando così 

il rilascio dei virioni maturi dalla cellula epiteliale. E5, è una proteina trans membrana 

(14) partecipa, con le proteine E1, E2 ed E4, alla replicazione del DNA virale. Le 

proteine E6 ed E7 sono le principali responsabili della trasformazione cellulare e della 

progressione maligna del cancro cervicale e per questo sono definite proteine oncogene 

(15). L’azione oncogena delle proteine E6 ed E7 risiede nella capacità di inattivare due 

importanti proteine oncosoppressorie, la p53 e la proteina del retinoblastoma, pRb (16). 

E6 è in grado di interferire con le attività di diverse proteine cellulari, tra cui fattori di 

trascrizione, proteine pro-apoptotiche, coinvolte nella formazione e nel mantenimento 

dell’architettura cellulare, e fattori di replicazione e di riparo del DNA. E7, invece, è 
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una fosfoproteina che si riscontra nel nucleo e nel citoplasma, interagisce con numerose 

proteine cellulari: fattori di trascrizione e proteine che rimodellano la cromatina, 

regolatori negativi del ciclo cellulare, e componenti della risposta immunitaria innata 

(17). Il ruolo principale di E7 riguarda la sua capacità di associarsi alla proteina 

soppressore del tumore pRb appartenente alla famiglia del retinoblastoma (Rb).  

 Tra i geni tardivi (circa il 40% del genoma virale): L2 codifica per la proteina 

capsidica minore mentre L1 per la proteina capsidica maggiore; quest’ultima è la 

regione target per la maggior parte delle metodiche molecolari di rilevazione e 

genotipizzazione del virus;  

 La Long Control Region (LCR, circa 10% del genoma virale) è una regione non 

codificante di circa 850 bp che contiene l’origine della replicazione/trascrizione e 

rappresenta il target per il legame con molti fattori proteici.  

 

Attraverso l'analisi filogenetica dei papillomavirus umani e animali, sono stati distinti 

16 generi, identificati con le lettere dell’alfabeto greco: α, β, γ, δ, ε, ζ, η, θ, ι, κ, λ, μ, ν, 

ξ, ο, π. 

I papilloma virus umani afferiscono ai generi α, prevalentemente mucosali e β, 

prevalentemente cutanei(18) (Figura 6). 

Fig. 6. Classificazione filogenetica dei Papillomavirus (De Villiers et al, 2004) 
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L’ufficiale tassonomia dei Papillomavirus è basata sul confronto della sequenza 

nucleotidica del gene virale L1. Un genotipo di HPV si distingue rispetto ad un altro per 

sequenze nucleotidiche di L1 diverse per più del 10%. Ciascun genotipo di HPV è 

identificato da un numero. I tipi che differiscono per il gene L1 dal 2 al 10% sono rari e 

sono definiti “sottotipi” (13). In presenza di differenze geniche di L1 inferiori al 2% i 

tipi si definiscono “varianti” (19). Nell’uomo sono stati descritti più di 120 tipi, di cui 

40 di essi infettano la mucosa genitale e molti altri sono stati identificati in mammiferi 

ed uccelli. Gli HPV correlati filogeneticamente sono raggruppati in cluster; tra i 

principali ritroviamo: il gruppo A9 che comprende i genotipi 16-31-33-35-52-58; il 

gruppo A7 con i genotipi 18-39-45-59-68; il gruppo A5 con i genotipi 26-51-69-82; il 

gruppo A6 con gli HPV 53-56-66. 

 

 

1.3. Classificazione in base al rischio oncogeno 

 

I vari genotipi di HPV attivi soprattutto a livello genitale sono classificati in basso e alto 

rischio oncogeno sulla base del rischio di sviluppare il cervico-carcinoma. Muñoz e 

collaboratori, 2003 (20)hanno stilato una classificazione epidemiologica dei tipi di 

HPV in base al rischio oncogeno sulla base dei dati ottenuti da 11 studi caso-controllo, 

condotti tra il 1985 e il 1997 in 9 paesi diversi, coinvolgendo 1.918 donne con 

carcinoma squamo-cellulare (Squamous-Cell Carcinoma, SCC) istologicamente 

confermato e 1.928 controlli. Tale classificazione è stata prodotta calcolando la 

prevalenza di uno specifico tipo di HPV nei pazienti e nei controlli. Tale classificazione 

ha identificato 15 tipi ad alto rischio oncogeno (HR-HPV = 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82), 12 tipi a basso rischio oncogeno (LR-HPV = 6, 11, 40, 42, 

43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108) e tre tipi (26, 53, 66) a probabile alto rischio (IR-

HPV) poiché rilevati in un terzo dei malati e in nessuno dei controlli (Tabella 1). 
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Tab.1. Classificazione in base al rischio oncogeno (Muñoz e collaboratori ,2003) 

RISCHIO ONCOGENO GENOTIPO DI HPV 

Alto rischio 
16-18-31-33-35-39-45-51-52-56-58-

59-68-73-82 

Probabile alto rischio 
 

26-53-66 

Basso rischio 
6-11-40-42-43-44-54-61-70-72-81-

CP6108 
 

Nel 2012 lo IARC (International Agency for Research on Cancer) ha classificato 

l’insieme dei genotipi per i quali era già stato dimostrato un coinvolgimento più o meno 

certo nella comparsa di cervico-carcinomi, sempre in tre gruppi basati sul rispettivo 

livello di rischio associato, ma con una differente classificazione (Tabella 2): 

Tab.2. Classificazione in base al rischio oncogeno (IARC) 

Gruppo IARC (2012) Genotipo HPV 

1 – Alto rischio 
16-18-31-33-35-39- 45-51-52-

56-58-59 

2A – Probabile rischio            68 

2B – Possibile rischio 
26-30-34-53-66-67-69-70-73- 

82-85-87 

3 – Assenza di rischio 6-11-42-43-44-54-55 

 

A livello mondiale il 53%-68% circa dei carcinomi cervicali sono attribuiti al 

genotipo16 e circa il 20% al genotipo 18, con scarse variazioni geografiche (20). 

I genotipi ad alto rischio sono implicati nella carcinogenesi dei tumori del collo 

dell’utero e di altri tumori del tratto ano-genitale ed altre mucose; i genotipi 

probabilmente ad alto rischio sono coinvolti in lesioni di alto grado e carcinoma, ma il 

numero dei casi non è ancora sufficiente per essere inseriti nel gruppo ad alto rischio; 
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mentre quelli a basso rischio si associano quasi esclusivamente a lesioni benigne come i 

condilomi genitali (20). 

 

1.4. Ciclo replicativo, patogenesi e risposta immunitaria  

 

L’avvio del processo infettivo coincide con l’ingresso del virione all’interno di una delle 

cellule basali di un epitelio pluristratificato. Il tropismo estremamente selettivo 

dimostrato dall’HPV per questa categoria di epiteli rende indispensabile il contatto con 

una cellula staminale epiteliale, condizione che può essere ottenuta solo per effetto della 

presenza di microlesioni attraverso le quali il virus può raggiungere i cheratinociti dello 

strato basale. La giunzione squamo-colonnare dell’epitelio cervicale, a causa delle 

particolari caratteristiche istologiche, rappresenta una sede d’infezione particolarmente 

sensibile all’aggressione da HPV. Le cosiddette “cellule di riserva” presenti a livello 

della giunzione, sono cellule staminali totipotenti in grado di precedere la 

differenziazione sia come epitelio colonnare sia come epitelio pluristratificato. La 

prevalente comparsa di neoplasie in corrispondenza della giunzione squamo-colonnare 

si ritiene possa dipendere proprio dalle caratteristiche staminali delle cellule di riserva, 

condizione che le renderebbe incapaci di esercitare qualsiasi controllo sulla replicazione 

virale. In assenza di differenziazione, l’infezione delle cellule di riserva conduce alla 

comparsa di lesioni non produttive che possono poi evolvere verso una risoluzione 

spontanea, oppure dare origine a displasie più o meno marcate dalle quali può iniziare 

un processo di trasformazione neoplastica (21). 

L’adattamento evolutivo di questo virus ha seguito in parallelo quello dei tessuti delle 

specie ospite. Le fasi della replicazione virale si sono quindi lentamente modellate sul 

ciclo di riproduzione degli epiteli bersaglio, pertanto il virus non può infettare cellule 

che si trovino già nelle fasi successive della differenziazione, poiché la replicazione del 

virus, per potersi completare efficacemente, deve inserirsi nel processo di 

differenziazione cellulare a partire dallo stadio iniziale. Le cellule dello strato basale 

sono le uniche in grado di dividersi, quindi le sole adatte a consentire l’induzione di una 

lesione persistente. I meccanismi di interazione fra il capside del virus HPV e la 

membrana cellulare sono tuttora poco noti. Le attuali conoscenze suggeriscono la 

possibilità che la proteina L1 eserciti un ruolo primario nel processo di adesione del 
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capside alla parete cellulare, tuttavia sono ancora molto ridotte le informazioni 

disponibili sul processo di endocitosi del virione.  

Una volta internalizzati, i virioni sono trasportati all’interno di fagosomi con il possibile 

coinvolgimento di microtubuli e microfilamenti. La separazione del DNA virale dal 

capside e la migrazione verso il nucleo appare mediata dalle proteine L1 ed L2 in base a 

segnali di localizzazione nucleare. L’ipotesi sembra confermata dalle osservazioni di 

microscopia elettronica che non rilevano la presenza di virioni completi all’interno dei 

nuclei. 

Il ciclo di riproduzione del virus può essere suddiviso in due fasi: stadio non produttivo 

o precoce e stadio produttivo. Entrambe le fasi sono strettamente correlate al processo 

di differenziazione della cellula ospite. Una volta raggiunto il nucleo, il DNA virale 

attiva l’espressione dei geni precoci avviando la replicazione del proprio DNA in 

sincronia con quella del DNA della cellula ospite. Una prima serie di repliche, 

dell’ordine di alcune decine di copie, viene completata e conservata in forma episomiale. 

La trascrizione di alcuni geni precoci (E5, E6 ed E7) innesca alcune trasformazioni che 

provocano una proliferazione laterale della cellula infetta. Le repliche del DNA virale si 

distribuiscono uniformemente nelle cellule generate dal cheratinocita basale infetto, 

consentendo la creazione di una riserva infettiva persistente attraverso la generazione di 

un nucleo di cheratinociti basali costantemente occupati dal virus. Attraverso la 

riproduzione e la differenziazione cellulare dei cheratinociti infetti, il virus seguirà le 

cellule che si separano per procedere verso gli strati più esterni senza scomparire dallo 

strato basale. Alcuni studi sembrano indicare il possibile intervento di una reazione 

difensiva della cellula ospite in corrispondenza dell’espressione dei geni virali precoci. 

La presenza di DNA virale metilato nelle cellule infette, si ritiene possa essere la 

conseguenza di un’azione antagonista finalizzata a reprimerne la trascrizione e la 

replicazione (22). 

Il DNA virale può permanere all’interno della cellula ospite in forma di episoma, oppure 

può essere integrato nel DNA cellulare. Il mantenimento del DNA virale in forma 

episomica, conduce alla produzione di virioni completi, quindi di particelle virali 

mature in grado a loro volta di indurre processi infettivi. Questa condizione è presente 

nelle infezioni a basso o medio rischio e nelle lesioni di grado inferiore generate da 

HPV ad alto rischio. Nelle lesioni di grado elevato indotte dai virus ad alto rischio, il 

DNA virale è integrato nel DNA cellulare e non ha luogo la generazione di virioni 
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completi. L’integrazione del DNA virale è lo stadio iniziale del processo di 

trasformazione e di immortalizzazione cellulare che possono innescare l’evoluzione 

neoplastica della lesione. In alcuni casi, i tessuti infetti possono presentare DNA virale 

sia in forma episomica sia in forma integrata.  

È stata dimostrata l’esistenza di un’infezione latente da HPV che inizia con la sintesi di 

una singola replica di DNA virale dopo l’internalizzazione del virione. L’episoma 

generato in questa condizione può permanere in uno stato silente per un periodo che può 

variare da 8 mesi a 10 anni, senza indurre nella cellula modificazioni o manifestazioni 

citotossiche. Non è noto quale ruolo rivesta il mantenimento dell’infezione allo stato 

latente. 

L’avvio della fase produttiva dell’infezione coincide con l’inizio della migrazione delle 

cellule dello strato basale verso gli strati più esterni dell’epitelio. La replicazione del 

DNA si interrompe e si verifica una progressiva attivazione dei geni tardivi per la 

traduzione delle proteine strutturali dei capsidi. Durante la migrazione delle cellule 

differenziate, le copie di DNA virale generate nella precedente fase non produttiva, 

subiscono un processo di amplificazione che conduce alla genesi di migliaia di copie 

per cellula. Negli strati superiori dell’epitelio si completa l’assemblaggio dei capsidi, 

l’inclusione del DNA ed il successivo rilascio dei virioni nello spazio extracellulare 

(Figura 7). 

 

 

Fig. 7. Espressione dei geni virali nella differenziazione delle cellule epiteliali (Frazer, 2004). 
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Una rilevante e complessa caratteristica delle infezioni da HPV è data dalla capacità di 

attuare strategie evasive in grado di eludere le difese immunitarie dell’ospite. In sintesi, 

l’HPV resta invisibile al sistema immunitario per tempi estremamente lunghi. Nel caso 

di infezioni persistenti che presentino almeno due test positivi per lo stesso genotipo di 

HPV a distanza di 6 mesi, la sieroconversione si rileva frequentemente a partire da 6 

fino 18 mesi dalla data del primo rilevamento del DNA virale. In accordo con questa 

osservazione, le infezioni transitorie si accompagnano soltanto raramente alla comparsa 

di sieroconversione (23). I meccanismi attraverso i quali l’HPV riesce ad instaurare e 

mantenere questa condizione difensiva sono tuttora oggetto di studi immunologici. In 

maniera schematica, gli elementi chiave di questa particolare interazione fra sistema 

immunitario ed HPV possono essere così riassunti: 

 

 Il ciclo di vita strettamente intracellulare è già di per sé stesso una strategia 

evasiva. Il virus non causa citolisi e viene rilasciato attraverso la naturale 

desquamazione dei cheratinociti, cellule fisiologicamente destinate a morire. La 

produzione dei virioni si completa nei cheratinociti in fase terminale. Di conseguenza, la 

mancata alterazione del normale processo di differenziazione e morte dei cheratinociti 

non innesca segnali di pericolo e rilascio di citochine nel sito d’infezione. A questo si 

aggiunge una modifica mirata nell’espressione delle chemochine e citochine nelle 

cellule basali infette, impedendo l’interazione con gli effettori del sistema immunitario. 

 Le caratteristiche del processo infettivo evitano l’entrata in contatto del virus con 

le strutture linfonodali, condizione che ostacola l’attivazione della risposta immunitaria. 

 L’endocitosi del capside virale è un comune segnale di attivazione delle cellule 

dendritiche, tuttavia si è riscontrato che le cellule di Langerhans non sono attivate 

dall’interazione con i capsidi dell’HPV (la causa potrebbe risiedere in una riduzione del 

fattore TNF-α necessario per l’attivazione delle cellule di Langerhans). Test di 

incubazione con virus likeparticles (VLPs) strutture capsidiche composte solamente 

dalla proteina strutturale L1, hanno mostrato assenza di avvio della risposta immunitaria 

contro gli antigeni L1. Le cellule dendritiche stromali risultano invece reattive nei 

confronti delle VLPs, stimolando cellule T specifiche per l’HPV (23). L’alterazione del 

comportamento delle cellule di Langerhans, unita all’azione repressiva esercitata dal 

virus sull’espressione del complesso maggiore di istocompatibilità cellulare di classe I 
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(MHC-I), alterano il processo di presentazione dell’antigene necessario per attivare la 

risposta immunitaria. 

 Meccanismi di interferenza con l’alpha/beta interferone sono stati chiamati in 

causa da alcune ricerche nell’ambito dei possibili meccanismi di soppressione della 

risposta immunitaria attuata dall’HPV. 

 

 

1.5. Definizione, classificazione ed evoluzione della carcinogenesi 

 

Come è noto, il carcinoma cervicale è preceduto da una fase pre-tumorale o pre-invasiva 

più o meno lunga, che può essere individuata mediante l’esame citologico delle cellule 

cervicali esfoliate (Pap test) e confermata mediante l’esame istologico (biopsia) di 

tessuto cervicale. Il modello oncogenetico, secondo cui il cervico-carcinoma si sviluppa 

progressivamente attraverso varie lesioni intraepiteliali definite “precursori”, si basa su 

precise relazioni di ordine temporale, spaziale, morfologico, clinico e biologico tra i 

precursori stessi e il carcinoma. Le lesioni pre-tumorali, infatti, precedono lo sviluppo 

della neoplasia invasiva, sono adiacenti ad essa, presentano analogie cito-istologiche, gli 

stessi fattori di rischio, e hanno un progressivo potenziale di invasività (24; 25). 

 

Il norvegese Ralph Richart propose nel 1967 una classificazione denominata CIN 

(Neoplasia Intraepiteliale Cervicale) in cui le lesioni vengono suddivise in tre gradi: 

CIN1 o displasia lieve (coinvolgimento del terzo inferiore dell’epitelio, con strati 

superficiali regolari), CIN2 o displasia moderata (coinvolgimento dei 2/3 inferiori dello 

spessore epiteliale), e CIN3,comprendente la displasia severa e il carcinoma in situ (CIS) 

(distribuzione a tutto spessore delle atipie cellulari). Sulla base delle maggiori 

conoscenze acquisite sulla storia naturale della neoplasia, le CIN possono essere distinte 

in CIN1 da un lato e CIN2-3 dall’altro, secondo un modello dualistico basato sulle 

diverse potenzialità evolutive delle lesioni cervicali in senso tumorale (25). 

 

Il sistema di refertazione e classificazione dei reperti citologici cervicali, analizzati al 

Pap test, attualmente in uso è il Sistema Bethesda del 2001(26). Tale classificazione 
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tiene conto di tutti gli aspetti citologici, da quelli infiammatori e infettivi a quelli 

displastici e neoplastici, ed anche dell’adeguatezza del prelievo. 

Sulla base del Sistema Bethesda i risultati sono raggruppati in: 

 Normali. 

 Infezioni. 

 Lesioni reattive e riparative. 

 Lesioni intraepiteliali squamose di basso grado (L-SIL): presenza di alterazioni 

delle cellule della cervice uterina di basso grado, che comprendono anche le atipie 

coilocitiche (modificazioni cellulari HPV correlate). Regrediscono nella maggior parte 

dei casi. 

 Lesioni intraepiteliali squamose di alto grado (H-SIL): presenza di alterazioni 

delle cellule della cervice uterina di alto grado. Presentano un alto potenziale evolutivo 

verso il carcinoma invasivo, inversamente correlato alla possibilità di regressione. 

 Cellule squamose atipiche (ASC) di significato indeterminato (ASC-US). 

 Cellule squamose atipiche per cui non è possibile escludere H-SIL (ASC-H): 

diagnosi di incerta interpretazione che indica cellule atipiche a livello della superficie 

del collo dell’utero che non rientrano né nelle lesioni reattive né nelle lesioni classificate 

come L-SIL. 

 Carcinoma squamo-cellulare (SCC). 

 Adenocarcinoma endocervicale in situ, adenocarcinoma (AIS) 

 Cellule ghiandolari atipiche (AGC), suggestive di neoplasia: sono diagnosi di 

incerta interpretazione che indicano cellule ghiandolari atipiche provenienti dalla 

cervice uterina. 

ASC-US, L-SIL, ASC-H e H-SIL sono considerate le lesioni potenzialmente pre-

neoplastiche (Figura 8). 
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Fig.8.Sito del prelievo citologico e relative alterazioni rilevabili al Pap test e all’esame istologico. 

 

 

 

L’evoluzione delle lesioni intraepiteliali prevede la progressione verso una lesione più 

grave o verso la neoplasia invasiva, la persistenza o la regressione verso la normalità o 

una lesione meno severa (24). La maggior parte delle infezioni sono transitorie anche 

quando sono sostenute da genotipi oncogeni, il riscontro clinico di una tendenza alla 

risoluzione spontanea anche nel caso di infezioni sostenute da genotipi HPV oncogeni, 

suggerisce la necessaria compresenza di altri fattori affinché il processo infettivo possa 

generare nel tempo la comparsa di una neoplasia cervicale (fattori genetici, immunitari, 

farmacologici, coinfezioni, fumo).   

Come precedentemente affermato, è stato stimato che la neoplasia intraepiteliale 

cervicale richieda in media almeno 10 anni per diventare invasiva, con un intervallo di 

3-15 anni in base alla gravità delle lesioni e all’età delle pazienti. Tale ipotesi è 

supportata dal fatto (25) che l’incidenza della CIN3 è maggiore in donne più giovani 

(età media 35 anni) di 10-15 anni di quelle con carcinoma invasivo (età media 50 anni) 

(Figura 9). 
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Fig.9.Classificazione delle lesioni intraepiteliali 

 

 

 

1.6. Interventi di prevenzione 

 

Gli interventi di prevenzione adottati per il tumore al collo dell'utero, si suddividono 

indue tipi: tipo primario e secondario. 

Il primo consiste nella vaccinoprofilassi anti-HPV, il secondo nell’esecuzione di 

programmi di screening cervicale (27). 

 

 

 

1.6.1. Vaccinoprofilassi anti-HPV 

 

Anche se negli ultimi vent’anni, grazie ai programmi di screening, la mortalità per il 

cervico-carcinoma si è notevolmente ridotta, la vaccinazione anti-HPV può contribuire 

ulteriormente a ridurne l’impatto. Infatti, l’eziologia infettiva del cervico-carcinoma 

consente di adottare una strategia preventiva non utilizzabile per nessun tumore, grazie 

ai tre diversi vaccini (bivalente, quadrivalente e 9-valente) che contribuiscono a 

prevenire le patologie HPV-correlate. In ogni caso, il vaccino anti-HPV non sostituisce 

lo screening per il carcinoma della cervice uterina, previsto in Italia per le donne di età 

compresa tra i 25-64 anni (28). 
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La vaccinazione contro l'HPV è in vigore dal 2006 e i tre vaccini attualmente disponibili 

sono composti da proteine capside ricombinanti HPV L1 che si auto-assemblano in 

VLPs (virus likeparticles, VLP) e inducono la produzione di anticorpi di alto livello, 

neutralizzanti, di tipo specifico, suscitando una forte risposta immunitaria mediata da 

cellule B (29). Tutti e tre i vaccini sono somministrati con due dosi(2 dosi nel corso del 

12° anno di vita) in un periodo di tempo di sei mesi e la risposta immunitaria alla 

vaccinazione è superiore alla risposta all'infezione naturale, fornendo così un'immunità 

a lungo termine (30). 

 

Il vaccino bivalente prodotto dalla GlaxoSmithKline (Cervarix®), contiene le proteine 

L1 di HPV 16 e 18, prodotte separatamente in cellule di insetto usando come vettore il 

baculovirus e poi combinate con l’adiuvante AS04 (idrossido di alluminio e 

monofosforil-lipide A). Va somministrato intramuscolo in tre dosi (tempo zero, uno e sei 

mesi). 

 

Il vaccino quadrivalente Gardasil® prodotto dalla Merck & CO. contiene le proteine L1 

di HPV 6, 11, 16, 18. Il prodotto si somministra intramuscolo al tempo zero, due e sei 

mesi. I vaccini profilattici inducono la produzione di anticorpi neutralizzanti tipo 

specifici, che prevengono l’infezione in chi non è ancora stato infettato. 

 

Nel 2014, la FDA (Food and Drug Administration) ha approvato l'ultimo vaccino HPV, 

Gardasil 9
®
, che protegge da 9 HPV, tra cui HPV16, 18, 6, 11, 31, 33, 33, 45, 52 e 58.  

I cinque genotipi HPV aggiuntivi nel Gardasil 9
®

, proteggono un ulteriore 15-20% dei 

casi di cancro al collo dell'utero (31). 

Come risultato, la vaccinazione ha il potenziale per prevenire il 90% dei casi di cancro 

della cervice uterina.  

In Italia, il Ministro della Salute nel 2007 ha indicato la necessità di intervenire, in via 

prioritaria, con una campagna di vaccinazione gratuita per ragazze in età prepubere (12 

anni) in modo da produrre una progressiva immunizzazione della popolazione giovane 

adulta esposta al rischio di infezione.  

L'ACIP (Advisory Committe on Immunization Practices) raccomanda anche la 

vaccinazione per le femmine di età 13-26, per i maschi di età 13-21 e per gli uomini che 
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hanno rapporti omosessuali fino a 26 anni, così come per gli individui 

immunocompromessi non precedentemente vaccinati (32). 

Le tre diverse tipologie di vaccino hanno dimostrato una efficacia molto elevata nel 

proteggere le vaccinate da infezioni cervicali persistenti per i tipi HPV 16 e 18 e dalle 

lesioni pre-cancerose (CIN 2+) sostenute da HPV 16 e 18. Inoltre, il vaccino 

quadrivalente protegge le donne anche dalle lesioni condilomatose indotte dagli HPV 6 

e 11 (33;34). Tuttavia, dato che questi vaccini sono profilattici, sono progettati per 

prevenire l'infezione da HPV e non sono (o lo sono poco) efficaci una volta che 

l'infezione da HPV è già stata stabilita, di conseguenza diversi vaccini terapeutici, sono 

stati progettati, con lo scopo di stimolare la risposta immunitaria linfociti T-mediata 

contro le oncoproteine virali E6 ed E7 (35). 

 

 

1.6.2. Screening cervicale (Pap-test, HPV DNA test) 

 

Tra tutti i tumori maligni il tumore cervicale è uno dei più efficientemente controllati 

tramite l’applicazione di metodiche di screening. Il lungo intervallo tra la fase pre-

neoplastica e la fase invasiva consente di effettuare un’efficace prevenzione tramite lo 

screening citologico (Pap test).L’introduzione di un test citologico mirato alla ricerca di 

alterazioni morfologiche in grado di evidenziare modificazioni epiteliali a rischio 

oppure trasformazioni neoplastiche in fase precoce, fu realizzata dal patologo Giorgos 

Papanicolaou nel 1950 prima che le ricerche accertassero l’esistenza di un legame 

eziologico fra HPV e carcinoma della cervice (Harold ZurHausen, 1976).  

 

Il Pap-test consiste in un prelievo di una piccola quantità di cellule del collo dell’utero, 

eseguito strofinando sulle sue pareti una spatolina e un tampone. Le cellule prelevate, 

dopo essere state sottoposte a un particolare processo chimico, vengono analizzate al 

microscopio per valutare la presenza di alterazioni, che possono essere indice di una 

trasformazione in cellule tumorali. Se il Pap-test non evidenzia nessuna anomalia, la 

donna viene invitata a ripetere l’esame dopo tre anni. 

Il prelievo delle cellule cervico-vaginali è un esame semplice e non invasivo, è eseguito 

durante la visita ginecologica. Viene prelevata, sia dall’esocervice, sia dall'endocervice, 
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con la spatola di Ayre e cytobrush, del materiale contenente cellule esfoliative che, 

strisciate su di un vetrino ed appositamente colorate, vengono poi osservate al 

microscopio (36).La spatola ha una forma complementare all'anatomia della cervice e 

una volta inserita è in grado di prelevare le cellule grazie a una rotazione di 360°; il 

tampone invece preleva esattamente le cellule dall'endocervice penetrando nell'orifizio 

uterino esterno. Un’altra modalità di raccolta delle cellule utilizza un mezzo liquido per 

la conservazione delle cellule, es. ThinPrep
®
. Una volta effettuato il prelievo, il 

ginecologo stempera le cellule in una soluzione fissativa alcolica, liquido di 

conservazione, evitando di farle “aggregare” disordinatamente e conservando pressoché 

tutto il materiale prelevato. In laboratorio, le cellule in sospensione vengono raccolte 

sulla superficie di una membrana, allontanando il materiale non necessario, come 

sangue e muco. Con questo metodo le cellule in sospensione vengono raccolte tramite 

aspirazione sulla superficie di una membrana e poi trasferite su vetrino. I dati disponibili 

dimostrano una riduzione della percentuale di risultati inadeguati con la citologia in fase 

liquida rispetto a quella tradizionale (37). L’utilizzo della citologia in fase liquida 

permette inoltre la conservazione e stabilità del Dna a temperatura ambiente, rendendo 

possibile allestire un secondo campione dal liquido rimasto oppure utilizzare il 

materiale residuo per effettuare ulteriori indagini di approfondimento (ricerca DNA-

HPV) senza dover richiamare la paziente (37). Indipendentemente dal tipo di 

allestimento, le cellule vengono quindi colorate secondo il metodo di Papanicolau ed 

esaminate al microscopio da un citologo o patologo che provvederà a stilare un referto. 

Il referto viene comunicato con una sintetica descrizione dello stato delle cellule 

(Sistema Bethesda 2001)(37). 

In caso di test negativo, la donna potrà ripetere il test dopo 3 anni; le donne che 

presentano alterazioni citologiche vengono invece inviate a eseguire un esame di 

approfondimento che, di regola, è la colposcopia. I criteri di invio a colposcopia 

cambiano in parte da Paese a Paese, anche in funzione della disponibilità di tale esame. 

Le donne con lesioni squamose intraepiteliali di alto grado (HSIL) vengono 

universalmente inviate a colposcopia. A livello internazionale le donne con lesioni di 

basso grado (LSIL) vengono di regola invitate a ripetere la citologia a intervalli 

generalmente di 6 mesi – 1 anno e inviate a colposcopia solo in caso di persistenza delle 

alterazioni. Lo stesso tipo di gestione è stata utilizzata per molti anni per le donne con 
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citologia di atipie squamose di incerto significato (ASC-US), per le quali si è 

recentemente diffuso l’utilizzo del triage con test HPV. In Italia è frequente l’invio 

diretto a colposcopia delle donne con citologia LSIL e ASC-US. La colposcopia è un 

esame della cervice uterina effettuato con uno strumento a basso ingrandimento. La sua 

funzione principale è guidare l’esecuzione di biopsie. Un numero elevato di CIN2 e 3 

viene individuato da biopsie random, complementari alle lesioni individuate da biopsie 

mirate colposcopicamente (38). 

Le donne con CIN2 o 3 confermate istologicamente vengono usualmente sottoposte a 

trattamento. Per la sensibilità non ottimale e per la scarsa accuratezza diagnostica nel 

discriminare le lesioni a basso rischio oncologico, la citologia deve essere affiancata da 

una metodica di secondo livello (livello successivo di approfondimento diagnostico) 

come colposcopia, biopsia o ricerca del DNA virale dell’HPV. La sensibilità della 

citologia convenzionale è stata stimata soprattutto attraverso studi basati sul doppio test 

(citologia e HPV) sulle stesse donne, da cui emerge che la sensibilità della citologia è 

del 53% e aumenta con l’età (da 48,7%sotto i 35 anni a 79,3%sopra i 50). La specificità 

è piuttosto alta (98% circa; ciò significa che soltanto nel 2% circa dei casi, la positività 

del test non viene confermata dalle indagini successive). Alcuni errori sono relativi alla 

fase di prelievo, mentre altri alle fasi di trasporto e conservazione; non mancano infine 

errori relativi alla fase di lettura (38). L’intervallo di screening deve essere di almeno 5 

anni. Ci sono, infatti, prove che il rischio di CIN di alto grado fino a 5 anni dopo un test 

HPV negativo è inferiore a quello fino a 3 anni dopo una citologia normale (39). 

È emerso da alcuni studi che un’infezione da HPV16/18 può progredire verso CIN2/3 o 

cancro entro 36-120 mesi (40; 41). In letteratura sono riportati casi di giovani donne che 

hanno sviluppato una neoplasia invasiva nonostante lo screening citologico negativo 

(42). Pur considerando la possibilità di Pap test falsi negativi, è ragionevole ritenere che 

in alcune situazioni si verifichi una rapida progressione, dell’ordine di mesi e non di 

anni, da epitelio metaplasico immaturo a CIN3 e da questo a carcinoma invasivo, by-

passando le fasi descritte nella storia naturale del cervico-carcinoma. Dunque, 

considerando l’intervallo medio di progressione tra SIL e carcinoma di 10-15 anni, una 

quota limitata di casi si colloca agli estremi della curva, per cui da un lato esisterebbero 

casi di neoplasia dopo i 65 anni d’età, dall’altro casi con decorso particolarmente rapido, 

addirittura nell’intervallo tra due Pap test (5). I casi di displasie a progressione rapida, 
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HPV correlate, sono sostenuti da ceppi ad alto rischio oncogeno (in particolare HPV 16 

e 18) e la rapidità di trasformazione dipende principalmente dalla persistenza 

dell’infezione virale, dall’integrazione del DNA virale nel genoma cellulare e 

dall’espressione degli oncogeni E6 ed E7. 

 

Dai dati Passi 2015-2018 risulta che in Italia l’80% delle donne fra i 25 e i 64 anni di età 

si sottopongono a scopo preventivo allo screening cervicale (Pap-test o Hpv test), 

all’interno di programmi organizzati o per iniziativa personale, secondo quanto 

raccomandato dalle linee guida nazionali, che suggeriscono alle donne di 25-64 anni di 

sottoporsi allo screening ogni tre anni per la diagnosi precoce del tumore della cervice 

uterina. 

 

La quota di donne che si sottopone allo screening cervicale è maggiore fra quelle socio-

economicamente più avvantaggiate, per condizioni economiche o istruzione, fra le 

donne di cittadinanza italiana rispetto alle straniere, e fra le coniugate o conviventi 

rispetto alle donne non coniugate e non conviventi. 

La copertura dello screening cervicale disegna un netto gradiente geografico Nord-Sud 

che divide l’Italia in due, con coperture mediamente pari al 87% nelle regioni del Nord 

Italia (90% nella P.A. di Bolzano o in Emilia-Romagna) e 69% nelle Regioni del Sud 

(con coperture minime per Calabria, 63% e Campania, 66%).  

Nel tempo si registra un incremento statisticamente significativo della popolazione 

femminile che fa prevenzione, determinato da un aumento della copertura dello 

screening organizzato (mentre va riducendosi la copertura dello screening 

spontaneo).L’11% delle donne riferisce di non essersi mai sottoposta allo screening 

cervicale e il 9% di averlo fatto da oltre tre anni. La motivazione più frequentemente 

addotta dalle donne intervistate per la mancata esecuzione dello screening è l’idea di 

non averne bisogno. 

Lo screening cervicale a scopo preventivo avviene per lo più nell’ambito di programmi 

organizzati dalle Asl (47%), mentre una quota inferiore, ma consistente, di donne (32%) 

fa prevenzione per iniziativa personale, fuori dai programmi organizzati dalle Asl, 

sostenendo del tutto o in parte il costo dell’esame. 

La geografia della copertura dello screening organizzato riflette la geografia dell’offerta 

dei programmi: nelle Regioni dove l’offerta di programmi organizzati è maggiore 
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(prevalentemente quelle del Nord e del Centro Italia) è maggiore anche la quota di 

donne che fa prevenzione nell’ambito dei programmi organizzati, rispetto alla quota di 

donne che lo fa per iniziativa spontanea; di contro, nelle Regioni in cui l’offerta di 

programmi organizzati non è ancora sufficiente, o non raggiunge la totalità della 

popolazione femminile target (prevalentemente le Regioni meridionali), la situazione si 

inverte e talvolta la quota dello screening spontaneo è maggiore, o comunque rilevante, 

senza però riuscire a compensare la mancanza di offerta dei programmi, per cui il 

numero totale di donne che fa prevenzione (dentro o fuori i programmi organizzati) 

resta comunque più basso che nel resto del Paese. 

 

Gli screening organizzati riducono le disuguaglianze sociali di accesso alla prevenzione: 

per la gran parte delle donne meno istruite o con maggiori difficoltà economiche o 

straniere, che meno frequentemente di altre si sottopongono allo screening cervicale, 

l’offerta di un programma organizzato rappresenta l’unica occasione di prevenzione del 

tumore della cervice. 

 

L'intervento più efficace nel migliorare l’adesione allo screening, sembrerebbe essere 

l’invito da parte della Asl, associato al consiglio del medico/operatore sanitario(43). 

 

Oggi, grazie a un lungo lavoro di studio e ricerca nazionale e internazionale, i 

programmi di screening italiani stanno adottando gradualmente l’HPV test al posto del 

Pap test, come nuovo test di screening per la prevenzione di questo tumore. Lo 

screening con test HPV, offerto alle donne di età dai 30-35 anni, insieme alla 

Vaccinazione anti-HPV offerta alle ragazze nel 12°anno di età, consente infatti di 

migliorare la lotta contro questa patologia. 

Da quando la ricerca scientifica ha dimostrato che il test HPV è più efficace del Pap test 

per la prevenzione del cervico-carcinoma, in Italia sono stati avviati i primi programmi 

di screening con test HPV, un esame molecolare di laboratorio che consente di 

individuare la presenza del virus prima che provochi alterazioni nelle cellule. Il test 

HPV per essere efficace deve essere fatto all’interno di un programma organizzato che 

garantisce protocolli e controlli di qualità adeguati. In questo nuovo programma il Pap 

test diventa un esame di completamento (Pap test di triage) che viene eseguito solo nelle 

donne risultate positive al test HPV (44).Il test HPV ha una sensibilità maggiore rispetto 
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al Pap test, ossia è più efficace nel predire la possibilità di sviluppo di lesioni che 

potrebbero evolversi in tumori, ma meno specifico, vale a dire che identifica anche 

infezioni che potrebbero regredire spontaneamente. Pertanto, l’esame andrebbe riservato 

alle donne di età superiore ai 30 anni, poiché prima di questa età le infezioni da HPV 

sono molto frequenti, ma regrediscono spontaneamente in un’alta percentuale di casi e 

non evolvono quasi mai in tumore (27).Il carcinoma della cervice uterina è attribuibile 

nella quasi totalità dei casi (99%) ad HPV. In questo contesto solo l’infezione da HPV 

ad alto rischio (tipi 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) (38) ha rilevanza 

clinica, per cui il termine “Test HPV” nello screening indica la ricerca di sequenze dei 

soli HR-HPV. 

Il nuovo Piano Nazionale della Prevenzione (PNP 2014-2018) prevede che le regioni 

riconvertano i loro programmi di screening dal pap test al test HPV per le donne al di 

sopra dei 30-35 anni di età entro il 2019, seguendo il protocollo definito nel rapporto di 

Health Technology Assessment (HTA) pubblicato nel 2012 (45). L’aggiornamento delle 

linee guida europee, pubblicato a settembre 2015 (46),prevede l’introduzione del test 

HPV di screening con un protocollo assolutamente analogo a quello riportato nel 

documento HTA italiano (46): test HPV da solo (non co-testing) e pap test di triage solo 

nelle donne HPV positive. Il protocollo applicato in Italia è più conservativo di quello 

delle linee guida europee. Il protocollo con test HPV primario nelle donne sopra i 30 

anni prevede l’utilizzo di test clinicamente validati e la centralizzazione del test HPV e 

della citologia di triage in laboratori di grandi dimensioni. Attualmente, i test molecolari 

clinicamente validati al 28 dicembre 2018 sono 12, caratterizzati da diversa sensibilità, 

specificità e riproducibilità (Figura 10).  
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Fig.10. Documento ONS-GISCI “Test Validati per lo screening HPV” Rapporto n.4 

 

I laboratori hanno l’obbligo di partecipare a programmi di VEQ (Valutazione esterna di 

qualità) per tutti gli esami eseguiti e questo rappresenta anche un pre-requisito per i 

procedimenti di accreditamento e certificazione (ISO 15189). Le VEQ permettono di 

produrre dati che consentono al singolo laboratorio di confrontarsi con gli altri 

(accuratezza). 

Scopi fondamentali dei programmi di VEQ sono la valutazione dell’uniformità  dei 

risultati ottenuti in laboratori differenti e la valutazione comparativa di metodi analitici 

differenti. L'algoritmo di screening finora utilizzato prevede che le pazienti positive all' 

HPV DNA test eseguano la citologia di triage e le pazienti negative, verranno invitate a 

ripetere il test di screening dopo i cinque anni. Per quanto riguarda il pap-test di triage, 

se questo fosse negativo il protocollo prevede la ripetizione del test HPV a 1 anno e 

colposcopia in caso di persistenza dell’infezione HPV. Se il pap-test di triage fosse 

positivo, il protocollo prevede colposcopia immediata (Tabella 3). 
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Tab.3.Protocollo per lo screening cervicale con test HPV primario e citologia di triage (GISCI) 

 

 

Sebbene un aumento di sensibilità sia una proprietà importante nell’ambito di uno 

screening primario, il problema principale che affligge la prevenzione del cancro 

cervicale non riguarda le performance dei test ma il tasso di partecipazione ai protocolli 

di screening. 

 In Italia più di due terzi della popolazione femminile tra i 25-64 anni è coperta da 

programmi di screening che invitano le donne al controllo ogni 3 anni; la compliance, 

però, è relativamente bassa con circa il 40% delle donne che aderiscono (47). I 

principali ostacoli all'adesione allo screening riguardano: precedenti esperienze negative 

dell'utente (disagio o dolore durante una visita specialistica); sentimenti di imbarazzo e 

vergogna (48). Esperienze negative passate che possono scoraggiare le donne dal recarsi 

di nuovo da un operatore sanitario. 

 

Per aumentare l’adesione ai programmi di screening,la maggior parte dei paesi 

industrializzati hanno ampliato i programmi di screening per la prevenzione del cervico-

carcinoma, introducendo la metodica dell'auto-prelievo con l'obiettivo di raggiungere un 

maggior numero di utenti.  
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L'Auto-prelievo è una nuova metodica che consente alle donne di raccogliere in modo 

autonomo, semplice e affidabile i propri campioni per lo screening HPV; è stato studiato 

per essere accettabile dalle utenti e di facile utilizzo, in modo da poterlo utilizzare con 

minime istruzioni, così da raccogliere il materiale biologico più vicino alla cervice, dove 

è maggiore la possibilità di identificare ceppi dell'HPV e ridurre al minimo l'errore, 

durante il processo di raccolta. Rappresenta un metodo conveniente ed economico, ma 

soprattutto, un ulteriore strategia per raggiungere le donne che non partecipano al 

regolare programma di screening (49). L'auto-prelievo per i test HPV è già stato 

adottato da alcuni paesi, mentre altri hanno avviato prove per valutarne l'integrazione 

nei programmi nazionali di screening del cervico-carcinoma. La sua importanza risiede 

nella possibilità di far aumentare la compliance allo screening, soprattutto nei paesi in 

via di sviluppo, nei quali è elevato il numero delle donne che non accedono ai servizi di 

screening, ma anche nella capacità di eliminare molte delle barriere, in particolare 

quelle di tipo psicologico, che impediscono alle donne a parteciparvi regolarmente.  

 

L’efficacia dell’auto-prelievo mediante tampone vaginale nel migliorare l’estensione dei 

programmi di prevenzione, ha incoraggiato la ricerca di nuove metodiche che 

consentano di rendere ancora più semplice il prelievo autonomo di campioni, con il 

duplice obiettivo d’incrementare ulteriormente la partecipazione allo screening e 

d’individuare nuovi biomarker dotati di maggior potere selettivo nel rilevare 

precocemente la potenziale trasformazione maligna d’infezioni da HPV ad alto rischio 

(hrHPV). 

 

In uno studio del 2014 nei Paesi Bassi tra le 10.000 donne che hanno risposto a un 

questionario sul perché non avessero partecipato a precedenti screening cervicali, la 

maggior parte delle donne ha risposto di aver dimenticato di fissare un appuntamento; 

altri motivi pratici sono stati la gravidanza, l'allattamento o un trattamento di fertilità 

(50). La sottovalutazione del tempo trascorso dallo screening precedente è stata 

identificata come un altro fattore associato alla non partecipazione (51).In uno studio su 

oltre 3.000 donne norvegesi, l'offerta di materiali di auto-prelievo, invece di un invito 

per una visita medica a campione ha aumentato la partecipazione al 33,4 dal 23,2% 

(52).Analogamente, in uno studio condotto su 4.060 donne svedesi che non erano state 
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sottoposte a screening da almeno 6 anni, il 39% ha accettato un invito all'auto-prelievo e 

al test HPV (53). 

Da qualche anno anche in Italia sono stati introdotti degli studi riguardanti l'utilizzo 

dell'auto-prelievo di campioni cervico-vaginali rivolto alle donne di 35-64 anni, che non 

hanno mai aderito allo screening. 

Uno di questi studi, è stato condotto nell’arco di tre anni (2013 - 2016) in sei Aziende 

Sanitarie Locali del Veneto su di un campione costituito da 698 donne d’età compresa 

fra 30 e 64 anni che hanno risposto positivamente al reclutamento su un totale di 2300 

inviti(54). 

La proposta è stata rivolta a donne selezionate fra le partecipanti ad un precedente 

studio del 2011(55). La ricerca, svolta in due fasi, prevedeva l’esame del livello di 

partecipazione allo screening preventivo comparando tre gruppi di donne: al primo 

gruppo è stato inviato a domicilio un dispositivo di auto-prelievo vaginale, per il 

secondo gruppo è stato messo a disposizione il medesimo dispositivo presso una 

farmacia, il terzo gruppo (gruppo di controllo) è stato invitato per eseguire un test HPV 

standard presso le strutture delle ASL coinvolte nello studio. 

I risultati hanno dimostrato la validità dei dispositivi di auto-prelievo nel ridurre il 

numero di donne scarsamente aderenti o non aderenti ai programmi di prevenzione. In 

particolare, lo studio ha confermato la maggior risposta del gruppo che ha impiegato i 

dispositivi inviati a domicilio rispetto al gruppo di controllo (44.6% contro 33.3% del 

gruppo di controllo), rilevando inoltre come l’effetto positivo si mantenga nel tempo 

servendosi costantemente dell’auto-prelievo, condizione ulteriormente dimostrata dalla 

mancanza di benefici derivante dall’uso sporadico di questa metodica(54). 

 

Un ampio studio su oltre 14.000 donne italiane ha mostrato che l'11,9% ha risposto a un 

invito a sottoporsi a un Pap test in clinica e il 12,0% ha inviato un campione dopo aver 

ritirato un kit in farmacia, rispetto al 21,6% che ha inviato un campione dopo aver 

ricevuto per posta un kit di auto-prelievo (56). Questi studi hanno messo in evidenza 

come la percezione dell'auto-prelievo per l’identificazione dell'HPV, sia risultata simile 

in tutte le culture e in tutti i paesi (25) e come l'accettabilità sia elevata, in particolare 

delle donne più giovani.  
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La variazione dell'accuratezza relativa dei test HPV su campioni auto-prelevati rispetto 

ai test su campioni prelevati dal personale specialistico risulta minima. La sensibilità dei 

test HPV su auto-prelievi risulta inferiore a quella dei test HPV su un campione 

prelevato dal clinico (rapporto 0-88 [95% CI 0-85-0-91] per il CIN2 e 0-89 [0-83-0-96] 

per il CIN3). Anche la specificità risulta diminuire nei campioni di auto-prelievo 

rispetto ai campioni prelevati dal medico (rapporto 0-96 [0-95-0-97] per il CIN2 o 

peggio e 0-96 [0-93-0-0-99] per il CIN3) (57). 

 

Tra i metodi di auto-prelievo, va considerata anche la raccolta di campioni di urina, 

reputata culturalmente e religiosamente più accettabile rispetto a quello vaginale (58). 

In particolare, ha recentemente suscitato grande interesse, la possibilità di utilizzare 

l’urina del primo mitto come ulteriore campione biologico per la ricerca degli hrHPV. 

Recenti studi hanno indagato sulle possibilità reali di impiegare questo tipo di prelievo 

come fonte di materiale sul quale eseguire indagini citologiche convenzionali e ricerca 

di biomarker molecolari (identificazione di genotipi hrHPV, carica virale, metilazione 

dei geni virali e di quelli presenti nei tessuti colpiti da infezione, rilevamento di trascritti 

oncogeni). 

Uno studio sistematico condotto in Belgio e pubblicato nel 2017(22), ha ricerca totali 

biomarker presenti nei campioni di urina del primo mitto per verificarne l’affidabilità 

diagnostica. L’assunto di partenza sul quale si sono basate le ricerche, è costituito 

dall’ipotesi che,sia i biomarker virali sia quelli appartenenti all’ospite, siano asportati 

dalla prima fuoriuscita di urina insieme alle cellule esfoliate, ai detriti ed alle impurità 

che si depositano spontaneamente sul perimetro del meato uretrale. 

 

Il protocollo VALHUDES (59), un protocollo per la validazione dei dispositivi di 

raccolta per i test HPV su auto-prelievi e campioni di urina, ha recentemente 

confrontato l'accuratezza del test DNA HPV su auto-prelievi vaginali e di urine raccolti 

secondo protocolli standardizzati, con i test HPV eseguiti su campioni prelevati da 

personale specializzato. Cinquecento donne sono state invitate a prelevare un primo 

campione di urina e uno o più auto-prelievi vaginali con particolari dispositivi prima del 

prelievo di un campione cervicale da parte di un medico. I set di campioni sono stati 

successivamente analizzati in un laboratorio accreditato per l'analisi dell'HPV. Si è 

concluso che la sensibilità relativa e la specificità dei test HPV su campioni prelevati da 



 

30 
Illari Sechi  

Implementazione di nuove strategie diagnostiche per la prevenzione del cervico-carcinoma 

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche.Università degli Studi di Sassari 

soli rispetto ai campioni raccolti dai medici erano del tutto simili, sia nella fase di prima 

chiamata che nel follow-up (59). 

 

Pur con qualche raccomandazione, relativa alla necessità di provvedere ad 

approfondimenti comparativi in merito a sensibilità e specificità del test HPV eseguito 

su campioni raccolti in ambito sanitario rispetto a quelli provenienti da auto-prelievo, il 

successo e l’utilità di questa tecnica nel promuovere una maggiore partecipazione ai 

programmi di screening è stata riconosciuta e recepita anche dalle linee guida europee 

sulla prevenzione delle neoplasie cervicali (60). 

 

 

1.7. Saggi molecolari e genotipizzazione dell’ HPV 

 

Numerosi sono i saggi molecolari per la ricerca e genotipizzazione dell’HPV con 

differenze in termini di sensibilità e specificità. I vari saggi differiscono per tipologia di 

metodica impiegata, per il numero di genotipi rilevati, per la possibilità di 

genotipizzazione, per la regione target rilevata (E1, E2, E6-E7, L1), per la presenza di 

controlli (controllo interno, controllo di cellularità) e non ultimo, per il grado di 

automazione.  

Gli aspetti fondamentali per rispondere ai requisiti di Meijer e collaboratori (2009) per 

considerare il test molecolare “ottimale” e per garantire l’efficacia e la fattibilità nello 

screening primario della cervice uterina sono riassunti nei seguenti punti: 

 

 Il test candidato non deve avere sensibilità clinica per le lesioni CIN2+ minore del 

90% rispetto a quella dell’Hybrid Capture 2 HPV DNA Test (HC2), per le donne di età 

superiore ai 30 anni. 

 Il test deve avere una specificità clinica per lesioni CIN2+ non minore del 98% 

rispetto a quella dell’HC2, per le donne di età superiore ai 30 anni. Tale valore 

limiterebbe il numero dei test positivi che potrebbero inutilmente aumentare le 

procedure di sorveglianza con ricadute anche psicologiche per le pazienti. 

 Il test deve assicurare una perfomance robusta e altamente affidabile, oltre che una 

buona riproducibilità intra e inter-laboratorio. 
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Attualmente i test in commercio per la rilevazione di acidi nucleici (DNA o RNA) di 

HPV sono essenzialmente di tre tipologie: 

 

 Saggi per la rilevazione di DNA di HPV ad alto rischio oncogeno. 

 Saggi in PCR end-point per la rilevazione di DNA di HPV ad alto rischio 

oncogeno e genotipizzazione virale. 

 Saggi per la rilevazione degli RNA messaggeri per le oncoproteine E6 ed E7(61). 

 

 

1.7.1. Saggi per la rilevazione di DNA di HPV ad alto rischio 

oncogeno 

 

Il test più usato a livello mondiale, che rappresenta la pietra miliare degli studi su cui 

sono basati i requisiti di Meijer e collaboratori (2009) per lo screening primario, è 

l’HC2 (Digene Corporation, Qiagen) approvato dalla FDA nel 2003 e marchiato CE-

IVD (validazione europea per la diagnostica in vitro). Tale metodo si basa 

sull’ibridazione in fase liquida tra il DNA di HPV presente nel campione e due cocktail 

di sonde a RNA, di cui uno è specifico per 13 HR-HPV (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59, 68), l’altro è specifico per 5 LR-HPV (HPV 6, 11, 42, 43, 44). 

L’ibrido DNA-RNA formatosi viene catturato su piastra mediante anticorpi specifici. Un 

secondo anticorpo anti-ibrido, marcato con fosfatasi alcalina con rivelazione 

chemiluminescente, ne consente la visualizzazione, emettendo una luce con intensità 

(misurata in “Relative Light Units” - RLU) direttamente proporzionale alla quantità di 

DNA presente nel campione, e fornendo, dunque, una misura semiquantitativa della 

carica virale. È un saggio di semplice esecuzione ed automatizzabile, che consente solo 

la distinzione tra HPV ad alto e a basso rischio oncogeno e non la genotipizzazione 

virale.  

 

Un altro test molto usato è Cervista HPV HR™, (Hologic), un test diagnostico 

qualitativo in vitro per l’individuazione del DNA di 14 genotipi di HPV ad alto rischio, 

ovvero 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. Il test Cervista HPV HR 
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utilizza la chimica Invader™, un metodo di amplificazione del segnale per 

l’individuazione di particolari sequenze di acidi nucleici. Questo metodo utilizza due 

tipi di reazioni: una prima reazione che si verifica a livello della sequenza del DNA 

target e una seconda reazione che produce un segnale fluorescente (62). Presenta un 

controllo di cellularità, che ha come target il gene dell'istone 2 umano, per ogni mix 

producendo un segnale semiquantitativo del DNA cellulare presente nel campione e 

permettendo di valutare l’idoneità del prelievo (63). La sensibilità analitica dichiarata è 

di 1.250-7.500 copie/reazione a seconda del genotipo. 

 

Il test Cervista HPV 16/18 test™ (Hologic): metodica basata sulla medesima tecnologia 

del Cervista HPV HR, ottimizzata per l’individuazione dei genotipi ad alto rischio 16 e 

18 (64). La sensibilità analitica è pari a 625-1.250 copie/reazione (corrispondenti a 62,5-

125 copie/μl). 

 

Un altro test usato è l’Amplicor™ HPV Test (Amplicor, Roche), lanciato sul mercato 

europeo nel 2004; è un saggio qualitativo basato sulla PCR disegnato per rilevare gli 

stessi 13 genotipi ad alto rischio oncogeno dell’HC2 (63). I primer, utilizzati per 

l’amplificazione di una porzione del gene L1 dell’HPV e di una porzione del gene della 

β-globina umana, sono biotinilati, per permettere il legame degli eventuali amplificati 

con sonde oligonucleotidiche, verso HR-HPV e β-globina, immobilizzate in pozzetti di 

micro-piastre. Gli ibridi formatisi vengono rilevati con il saggio della perossidasi (65). 

 

Il test RealTime High Risk HPV (Abbott Molecular) è un saggio basato sulla Real-

Time PCR, con primer modificati GP5+/GP6+ verso il gene L1, per lo screening e la 

simultanea genotipizzazione degli HPV16 e 18 in singolo e come pool di genotipi di 12 

HR-HPV (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68). Lanciato in Europa nel 2009 

questo test usa 4 mix diverse con sonde fluorescenti specifiche per: il controllo della 

cellularità (β-globina), HPV16, HPV18 e per la rilevazione dei rimanenti genotipi ad 

alto rischio (63). Le sensibilità dichiarate sono le seguenti: HPV 16-18-35-39-45-51-59-

66-68 = 500 copie/saggio; HPV 31-33-52-56 = 2000 copie/saggio; HPV 58 = 5000 

copie/saggio. 
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Anche il test Cobas® 4800 HPV (Roche Molecular Diagnostic) è, come il precedente, 

un saggio che si basa sulla Real-Time PCR. È approvato dalla FDA e rileva 

simultaneamente con 4 differenti mix i genotipi degli HPV16 e 18 in singolo e come 

pool i genotipi: 31-33-35-39-45-51-52-56-58-59-66-68, usando primer PGMY che 

hanno come target una porzione del gene virale L1. Ha un controllo endogeno di 

cellularità grazie a primer diretti verso una regione di 330 bp del gene umano β–globina. 

Tale test si effettua su due strumentazioni che in maniera automatizzata estraggono, 

purificano e preparano il DNA dal campione introdotto e settano la reazione di PCR in 

micro-piastre. Dopodiché l’operatore trasferisce la micro-piastra in un termociclatore 

per la reazione di Real-Time PCR, che potrà essere seguita per ogni mix su 4 diversi 

canali di rilevazione (63). La sensibilità dichiarata è: per gli HPV 33-39-51 = 0,3 

copie/μl; HPV 16-18-31-58 = 0,6 copie/μl; HPV 66-68 = 1,2 copie/μl; HPV52 = 2,4 

copie/μl. 

 

Anche il kit Anyplex™ II HPV HR Detection (Seegene, Seul, South Korea), viene 

utilizzato in ambito dello screening. È test multiplex in Real time PCR che rileva ed 

identifica simultaneamente 14 genotipi di HPV ad alto rischio: 

16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66,68. Il saggio si basa sulla tecnologia TOCE che 

permette di rilevare agenti multi-patogeni in un singolo canale di fluorescenza 

conmetodologia in PCR real-time.Un Controllo Interno (IC), un gene costitutivo 

(housekeeping) umano, è incorporato nel prodotto come controllo dell'intero processo 

endogeno per monitorare l'isolamento degli acidi nucleici e verificare l'eventuale 

inibizione della PCR. Il Controllo Interno è co-amplificato con gli acidi nucleici 

bersaglio all'interno dei campioni biologici. La sensibilità rilevata è di 50 copie/reazione 

per tutti gli HPV. (66) 
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1.7.2. Saggi PCR end-point per la rilevazione di DNA di HPV ad 

alto rischio oncogeno 

 

Nell’applicazione del test HPV ad uno screening secondario, vengono impiegati test che 

permettono un’ampia genotipizzazione e la valutazione di infezioni multiple. La 

maggioranza di questi testpresenti in commercio sono basati su metodica PCR end-point, 

con rivelazione dei genotipi attraverso tecniche diverse quali ibridazione su striscia a 

fase inversa (Inno-LiPA, Linear Array) o microarray (Papillocheck), permettendo la 

rivelazione anche di genotipi a rischio oncogeno basso ed intermedio (63). 

 

 

 

1.7.3. Saggi per la rilevazione degli RNA messaggeri per le 

oncoproteine E6 ed E7 

 

Lo sviluppo di metodiche che valutano la presenza di mRNA è dovuto al fatto che, nel 

processo di cancerogenesi, l’over-espressione degli oncogeni virali E6 ed E7 è 

essenziale sia per l’inizio che per il mantenimento del fenotipo trasformato indotto dagli 

HR-HPV. La rilevazione dell’mRNA degli oncogeni E6/E7 potrebbe essere un marker 

migliore nel predire lo sviluppo di cancro rispetto alla rilevazione dell’HPV DNA (67) e 

permettere di distinguere le infezioni transienti da quelle persistenti (68). 

Sono presenti due test in commercio basati sull’mRNA di E6/E7: il saggio Aptima HPV 

(Gen-Probe) e il PreTect HPV-Proofer test (Proofer, Norchip). 

 

 Il primo test (Aptima HPV- Gen-Probe) è un saggio qualitativo con amplificazione 

basata sulla sequenza di acidi nucleici (NASBA) e rileva senza genotipizzare l’mRNA 

di 14 HR-HPV (16-18-31-33-35-39-45-51-52-56-58-59-66-68); ha un controllo interno 

per verificare eventuali inibizioni, ma non ha un controllo di cellularità. La tecnica 

NASBA si basa sull’amplificazione isotermica del bersaglio ad RNA mediante 

l’impiego di 3 diversi enzimi: la trascrittasi inversa del virus della mieloblastosi aviaria 

(AMV reverse transcriptase), la T7 RNA polimerasi e la RNasi H. Il prodotto può 
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essere rivelato mediante l’impiego di sonde specifiche marcate. Da alcuni lavori in 

letteratura emerge che la sensibilità è paragonabile a quella del test HC2, mentre la 

specificità è superiore (69). 

 

L’altra metodica (PreTect HPV-Proofer test- Proofer, Norchip), è un saggio qualitativo 

basato sulla metodica NASBA che rileva l’mRNA di 5 HR-HPV (16-18-31-33-33-45) 

permettendone la genotipizzazione; presenta un controllo di cellularità che ha come 

target il gene umano U1A. Studi in letteratura evidenziano la sua maggiore specificità 

rispetto al test Aptima e HC2, ma mostra una sensibilità minore nella rilevazione delle 

lesioni CIN2+ (69). 

 

La base dello sviluppo dei test a mRNA è convincente, con un’ottima sensibilità e 

maggiore specificità. Nonostante ciò, si presentano vari problemi da superare:  

 la conservazione del campione (l’mRNA è molto instabile e il possibile utilizzo di 

tale metodica in protocolli di screening richiede sistemi di raccolta efficienti per 

evitarne la degradazione);  

 la gestione delle donne con test mRNA negativo ma HP DNA test positivo;  

 

 

1.7.4. Ruolo della carica virale come marker di progressione 

neoplastica 

 

L’incapacità di un singolo HR-HPV DNA test, come dell’esame citologico, di 

discriminare tra le infezioni persistenti e quelle transienti ha portato alla luce la 

necessità di avere dei parametri identificativi che permettano di stabilire quali donne 

abbiano un rischio maggiore di sviluppare lesioni di alto grado (70) e anche di ridurre il 

numero delle pazienti che sono soggette a follow-up non necessari dovuti a infezioni 

transienti (71). La carica virale è stata proposta come possibile candidato per ovviare sia 

a queste problematiche, con importanti risvolti clinici ed economici, sia per discriminare 

le infezioni virali da trattare da quelle non clinicamente rilevanti. Le metodologie 

utilizzate per quantificare la carica virale hanno diversi livelli di specificità e sensibilità 

e la valutazione della performance della metodica spesso non è comprensibile (72). Il 
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sistema semi-quantitativo HC2 è uno tra i più usati per determinare la carica virale 

dell’HPV (73; 72) sebbene non abbia la capacità di differenziare i vari genotipi; si usano 

anche metodiche basate sulla PCR che utilizzano un’analisi densitometrica per 

determinare la carica e associarla ai vari gradi di lesione (74). Tuttavia, la metodica 

prevalentemente usata è la Real Time PCR quantitativa, in quanto ha il vantaggio di 

essere altamente specifica, riproducibile e in grado di rilevare la carica dell’HPV con un 

ampio range di ordini di grandezza (75), sia con sonde Taqman (71; 74) che con Sybr 

Green (70; 76). 

Tuttora il ruolo della misurazione della carica virale in programmi di screening o nel 

management di pazienti con anomalie citologiche rimane non chiara (77), nonostante i 

numerosi studi a riguardo, in parte anche dovuta alla non uniformità nell’espressione dei 

risultati. Alcuni di questi affermano come la carica virale aumenti in maniera 

statisticamente significativa tra chi ha lesioni e chi no (78; 79), non prendendo in 

considerazione i vari gradi di lesione. Altri studi invece in maniera più specifica 

dichiarano che la carica aumenta in maniera statisticamente significativa all’aumentare 

della lesione citologica (74;80; 81), non associandola però all’eventuale lesione 

istologica. Altri invece si concentrano solo sulle lesioni istologiche, affermando che la 

carica è più alta in maniera significativa solo nei carcinomi (82); oppure che la carica 

discrimina le lesioni CIN2+ (72). Secondo lo studio di Saunier e collaboratori (2008)la 

carica correla in maniera statisticamente significativa con la lesione citologica ma non 

con la lesione istologica (80), mentre secondo Tsai e collaboratori (2005) la carica 

correla con la lesione istologica fino al grado CIN2 per poi diminuire nei CIN3 (83). 

Altri studi spesso prendono in considerazione genotipi raggruppati (71; 72), altri invece 

non normalizzano la carica virale per la cellularità del campione (73; 72; 79; 83).  

La normalizzazione della carica con un gene umano, per standardizzare le variazioni 

dovute alla cellularità del campione, è importante per un’accurata interpretazione 

dell’associazione tra carica e lesione (76), permettendo di calcolare la vera carica virale 

su cellula ed eliminando le fluttuazioni dovute alle variazioni nel numero di cellule tra 

campioni diversi e tra intervalli di tempo diversi per campioni dello stesso paziente (84). 

Molto spesso negli studi in cui la carica virale viene normalizzata per la cellularità del 

campione, uno standard a concentrazione nota è usato a diluizioni scalari per costruire 

una retta di taratura sulla quale calcolare la cellularità (70; 76), ma questo può portare 

ad errori come l’inaccurata misurazione della concentrazione di DNA, errori di 
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manualità e pipettamento nell’allestire differenti curve di calibrazione. Secondo Roberts 

e collaboratori (2008) piccoli errori nella quantificazione o nel dispensare il DNA si 

possono tradurre in ampie over-under estimazioni della carica virale. In relazione a ciò, 

nello studio in questione, per la quantificazione viene usato un plasmide contenente i 

geni virali E2 ed E6 e il gene umano Hydroxy Methyl Bilane Synthase (HMBS) in 

rapporto 1:1:1 per un’unica curva di calibrazione dei tre geni, riducendo errori di 

manualità (85). 

Alcuni degli studi in cui non vi è normalizzazione della carica virale per la cellularità 

del campione, si riscontra una correlazione statisticamente significativa tra la carica e il 

grado di lesione (72; 79; 83; 86); altri evidenziano come la carica virale assoluta correli 

con la lesione, ma una volta che la carica viene normalizzata la significatività statistica 

della correlazione viene persa (76; 77). L’osservazione di una carica virale assoluta che 

aumenta all’aumentare della lesione può essere spiegata dal fatto che le cellule anormali 

esprimono meno molecole di adesione cellulare, rispetto alle cellule normali, e vengono 

per questo maggiormente esfoliate (76; 84; 87). Nello studio di Swan e collaboratori 

(1999) si evidenzia come la quantità di DNA cellulare vari ampiamente tra i vari 

campioni citologici, con un aumento statisticamente significativo delle cellule 

all’aumentare del grado di lesione (88). 

Nonostante la normalizzazione della carica virale per la cellularità del campione sia uno 

step fondamentale per avere dei dati più accurati sul valore clinico della carica, non è 

possibile distinguere le cellule infettate da quelle non infettate in un campione cervicale. 

È inevitabile che ogni campione abbia una quota di cellule infette e una quota di cellule 

non infette e irrilevanti dal punto di vista clinico (76). Alcuni lavori evidenziano la 

correlazione tra carica virale e lesione in base al genotipo di HPV infettante: pare infatti, 

ad esempio, che la carica virale nell’infezione da HPV18 non sia correlata alla lesione, 

mentre per tale genotipo sembra più importante l’evento di integrazione per l’evolversi 

verso lesioni di alto grado (87). Nello studio di Ramanakumar e collaboratori (2010) si 

sottolinea come alte cariche di HPV16 e 18 correlino con la persistenza della lesione, 

mentre per i genotipi 31 e 45 tale correlazione non è statisticamente significativa (89). 

Secondo lo studio di Constandinou-Williams e collaboratori (2010) la carica virale non 

risulta essere un buon marker in quanto tende ad aumentare e diminuire nel corso 

dell’infezione, perciò è impossibile con una sola misurazione voler predire l’evoluzione 

della patologia, infatti ad una iniziale alta carica può seguire una bassa carica e 
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viceversa. Sebbene in questo studio si scelga la più alta carica tra misurazioni 

successive (follow-up a sei mesi) anch’essa non distingue coloro che sviluppano lesioni 

o meno (87). Inoltre, il sostanziale overlap di cariche tra coloro che sviluppano lesioni e 

coloro che non le sviluppano evidenzia i motivi per i quali ancora, non esista un cut-off 

clinicamente utile per la carica (70; 87). 
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2. SCOPO DELLA RICERCA  

 

Negli ultimi anni si è assistito a profondi cambiamenti ed innovazioni nella prevenzione 

del carcinoma della cervice attraverso l’integrazione della prevenzione primaria 

(vaccinazione contro l’HPV) con la prevenzione secondaria: screening con Pap test o, 

più recentemente, mediante l’introduzione di nuove modalità di screening con l’HPV 

test.   

In particolare, il nostro Paese, uno tra i primi in Europa, ha deciso di innovare questo 

programma di prevenzione secondaria dando indicazione ai decisori regionali di passare 

all’HPV test come test primario nello screening cervicale (43). 

 Il Piano Nazionale della Prevenzione (PNP) 2014-2018 ha chiesto alle Regioni di 

implementare lo screening cervicale con HPV primario, in sostituzione al Pap test, entro 

il 2019. L’implementazione prevede l’applicazione del protocollo descritto nel 

documento di indirizzo del Ministero della Salute del 2013, dove è specificato che per 

lo screening HPV devono essere utilizzati test a DNA validati secondo quanto riportato 

nel documento HTA (Health Technology Assessment) HPV del 2012. Tale elenco è stato 

successivamente aggiornato nel corso degli anni (con cadenza annuale) con 

l’inserimento di ulteriori test molecolari validati attraverso studi secondo la metodologia 

proposta da Meijer e collaboratori.  

Il documento è il risultato della revisione sistematica della letteratura sui test HPV 

validati per lo screening, fatta sulla base delle raccomandazioni di Meijer et al, 2009, 

che prevedono i seguenti componenti PICOS:  

 P (population): donne aderenti a programmi di screening cervicale, di eta s0-64 anni  

 I (intervention): utilizzo di test hrHPV diverso da HC2 (Qiagen) e da GP5+/6+ PCR-

EIA  

 C (comparator): HC2 (Qiagen) o GP5+/6+ PCR-EIA  

 O (outcome): sensibilitQiagen) o GP5+/6+ PCR-EIA o da HC2 (Qiagen) e da GP5+/6+ 

PCR-EIA  vali 

 S (study): studi di validazione condotti secondo i criteri di Meijer et al, 2009 (44).  

Inoltre, sistemi di auto-prelievo, sia per la raccolta di campioni vaginali che di urine, 

sono stati recentemente proposti per migliorare l’adesione della popolazione ai 

programmi di screening, che risulta essere particolarmente bassa in alcune aree 

geografiche come, ad esempio, la Regione Sardegna. I principali ostacoli all'adesione 
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allo screening riguardano: precedenti esperienze negative dell'utente (disagio o dolore 

durante una visita specialistica); sentimenti di imbarazzo e vergogna. Esperienze 

negative passate che possono scoraggiare le donne dal recarsi di nuovo da un operatore 

sanitario(48). 

Allo stesso tempo, la scarsa specificità clinica, dovuta all’elevata frequenza di infezioni 

transienti, rende necessario lo sviluppo di nuovi biomarker virali in grado di 

discriminare le donne a più alto rischio di sviluppare tumore. 

Questi cambiamenti, che stanno avvenendo gradualmente, rappresentano una sfida 

nuova ed importante per il Servizio Sanitario italiano impegnato sempre più in una 

fondamentale iniziativa di prevenzione per la salute pubblica, gratuita, diffusa e 

disponibile per tutti. 

Sulla base di tali premesse, i diversi obiettivi della presente tesi di Dottorato sono: 

 la validazione clinica di nuovi biomarker virali, indicatori di infezione persistente 

sostenuta da HPV oncogeni (hrHPV) al fine di sviluppare sistemi diagnostici innovativi. 

 identificare nuove modalità diagnostiche innovative, nel migliorare i programmi di 

screening per la prevenzione del carcinoma cervicale, al fine di favorire di conseguenza  

l’adesione allo screening. 

 messa a punto e la validazione clinica di saggi molecolari per la ricerca del DNA dei 

principali hrHPVs, per la quantificazione genotipo specifico (HPV viral load). 

Indirettamente, il raggiungimento di tali obiettivi consentirà di rilevare e tipizzare i 

principali genotipi oncogeni, permetterà anche di acquisire dati epidemiologici per 

definire la prevalenza dei genotipi circolanti nella Regione Sardegna in seguito all’ 

introduzione del vaccino contro HPV.  

Nello specifico, la presente tesi è stata suddivisa in due sezioni: 

 La prima parte della tesi, che ho condotto nel periodo di stage presso la Ditta 

COPAN di Brescia, partner scientifico nazionale del progetto di Dottorato, ha 

focalizzato l’attenzione sulla valutazione dell’accettabilità e accuratezza dell’HPV Test 

eseguito con differenti sistemi di auto-prelievo vaginale rispetto all’HPV Test eseguito 

su campione cervicale (gold standard); 

 La seconda parte, svolta presso gli stabilimenti degli altri due partner progettuali, 

GeneFirst (Abingdon, Oxford, UK) e Hiantis (Brescia, Italia), ha invece riguardato lo 

sviluppo di nuovi dispositivi diagnostici per l’analisi e l’identificazione quali-

quantitativa dei principali HR-HPVs. In particolare, nel corso del triennio formativo, ho 
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contribuito a sviluppare e testare su campioni biologici il prototipo del kit 

“OncoPredict”, sviluppato dalla Ditta Hiantis. 

 

I prototipi dei nuovi kit sviluppati sono stati utilizzati su campioni di auto-prelievo 

vaginale e del primo mitto di urina, in comparazione con i campioni cervicali prelevati 

dal clinico (Gold Standard) allo scopo di una loro validazione clinica su scala 

internazionale (VALGENT&VALHUDES).  

Per lo scopo, oltre alla già citata Ditta COPAN (Brescia, Italia), azienda italiana 

specializzata nella produzione di sistemi di prelievo e trasporto dei campioni per 

l’analisi microbiologica, si è collaborato con le aziende RoversMedical (Paesi Bassi) e 

EveMedical (Canada) e Novosanis (Belgio), specializzate nella produzione e sviluppo 

di dispositivi diagnostici finalizzati per lo screening del cervico carcinoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 
Illari Sechi  

Implementazione di nuove strategie diagnostiche per la prevenzione del cervico-carcinoma 

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche.Università degli Studi di Sassari 

3. MATERIALI E METODI 

 

3.1.  Popolazione in studio 

 

Lo studio, eziopatogenetico a carattere epidemiologico prospettico di coorte, approvato 

dal Comitato Etico dell’Università degli Studi di Milano-Bicocca (prot. 305, numero 

protocollo 0037320/17), ha previsto l’arruolamento di una coorte di donne con 

documentata displasia cervicale (LSIL, ASCUS, AGC, ASCH o HSIL) riferite per 

esame colposcopico, presso gli ambulatori di Ginecologia dell’Ospedale San Gerardo di 

Monza, secondo i criteri di inclusione ed esclusione di seguito riportati. 

Criteri di inclusione: 

 

 documentata diagnosi citologica di LSIL, ASCUS, AGC,ASCH o HSIL 

 

Criteri di esclusione: 

 

 immunosoppressione o presenza di un’infezione da HIV 

 stato di gravidanza, presunta o accertata 

 presenza di patologie del sistema immunitario e autoimmunitarie 

 diagnosi di patologia tumorale maligna, terapia chemioterapica in corso o 

terminata nei 6 mesi precedenti l’ingresso nello studio. 

 

 

3.2.  Devices impiegati e questionari di gradimento 
 

 

Le pazienti reclutate sono state istruite per la corretta modalità di raccolta dei campioni 

biologici con l’utilizzo dei dispositivi di auto-prelievo(Figure 11-15):  

 tampone vaginale FLOQSwabs
® 

(Copan)  

 tampone vaginale Evalyn®Brush (RoversMedical) 

 tampone vaginale HerSwab™ (EveMedical) 

 device per la raccolta delle urine Colli-Pee™ (Novosanis). 

Presso gli ambulatori della Clinica Ginecologica dell’ Ospedale San Gerardo di Monza, 

prima della visita colposcopia, affinchè le sostanze impiegate per l’analisi in 

colposcopia, non vadano ad interferire con il risultato dei vari prelievi, sia cervicale che 
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vaginale,il ginecologo esegue il prelievo di un campione citologico cervicale con il 

tampone L-Shaped Endocervical/Esocervical FloqSwab
®
, Copan. Il device cervicale, 

come mostrato in figura 11, è un tampone cotonato a forma di L per agevolare il 

prelievo cervicale, prelevato dallo specialista, viene immerso in una Falcon contenente 

20 mL di ThinPrep o PreservCytSolution (HOLOGIC) e successivamente inviato al 

laboratorio di Microbiologia e Virologia Clinica dell’Università degli Studi di Milano-

Bicocca. 

Fig.11.Tampone cervicale utilizzato dal clinico L-Shaped Endocervical/EsocervicalFloqSwab® ( Copan) 

 

 

Per la stessa motivazione, appena descritta, ancor prima del prelievo cervicale, sempre 

in sede ambulatoriale, sono stati eseguiti gli auto-prelievi vaginali e di urina. 

Personale specializzato ha fornito alle pazienti i dispositivi di auto-prelievo, fornendo 

loro le indicazioni dettagliate e le modalità di utilizzo e i questionari di gradimento. La 

prima parte della presente tesi ha previsto l’arruolamento di 40 donne, suddivise in due 

gruppi:   

 

- Le componenti del primo gruppo (20 pazienti) hanno utilizzato i tamponi 

FLOQSwabs® e HerSwab™. Di queste, le prime 10, hanno impiegato, in primis il 

dispositivo FLOQSwabs®e successivamente il tampone HerSwab™. Le seconde 20 

hanno utilizzato prima il tampone HerSwab™ e in seguito FLOQSwabs®. 

 

- Le partecipanti del secondo gruppo (20 pazienti) hanno invece utilizzato i tamponi 

FLOQSwabs® e Evalyn®Brush. Le prime 10 pazienti hanno eseguito il prelievo, in 

primis, con il dispositivo FLOQSwabs® e successivamente con l’Evalyn®Brush. Le 

ulteriori 10 pazienti hanno utilizzato prima il tampone Evalyn®Brush e in seguito il 

FLOQSwabs®. 
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Di seguito sono riportate le istruzioni fornite alle pazienti e spiegate accuratamente da 

personale addestrato. 

 

I tre rispettivi tamponi di auto-prelievo, hanno delle caratteristiche differenti e distintive. 

Il tampone FLOQSwabs®,  mostrato in figura 12, è un tampone di semplice struttura, 

costituito da un’asta di plastica con all’apice la porzione cotonata. 

Fig.12. Istruzioni per auto-prelievo vaginale con tampone FLOQSwabs® (Copan) 

 

 Il tampone di auto-prelievo HerSwab™ (figura 13),è strutturalmente differente dal 

precedente device, costituito, all’apice da un apposito spazzolino integrato a tutta la 

struttura,  alla base è presente una rotella in plastica che permette la rotazione di 360° 

del tampone durante il prelievo.  
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In ultimo, il tampone di auto-prelievo Evalyn®Brush (figura 14),è simile 

all’antecedente device, è provvisto, di uno spazzolino con setole fine che assicurano il 

prelievo di materiale cellulare in quantità sufficiente  e di uno stantuffo necessario per 

effettuare le rotazioni al momento del prelievo. 

Tutti i tamponi di auto-prelievo, sono stati inviati a secco presso il laboratorio di 

Microbiologia e Virologia Clinica dell’Università degli Studi di Milano-Bicocca. 

Fig.13. Istruzioni per auto-prelievo vaginale con tampone HerSwab™ (EveMedical) 
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Fig. 14. Istruzioni per auto-prelievo vaginale con tampone Evalyn®Brush (RoversMedical) 

 

 

 

 

 

 

La seconda parte del lavoro ha interessato il reclutamento di 100 donne (presso la 

Clinica Ginecologica dell’Ospedale San Gerardo di Monza), sottoposte a prelievo 

cervicale, L-Shaped Endocervical/Esocervical FloqSwab®, effettuato dal clinico, 

auto-prelievo vaginale con l’utilizzo del tampone FLOQSwabs® (come descritto 

precedentemente), e auto-prelievo dell’urina, con il device Colli-Pee™ (figura 15). 

Questo è un sistema innovativo di raccolta del primo mitto di urina,  crea un passaggio 
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attraverso il quale l'urina superflua può passare direttamente nella toilette, senza 

interrompere il suo flusso, in maniera facile ed efficiente.  

Data la possibilità di proliferazione microbica nelle urine, nella sede di prelievo e 

trasporto dei campioni, sono necessari metodi per stabilizzare i campioni stessi, a tale 

proposito il dispositivo innovativo Colli-Pee™, contiene un liquido conservante, per la 

stabilizzazione dell’urina per consentire una migliore conservazione e trasporto del 

materiale biologico a temperatura ambiente.  

 

Fig.15. Istruzioni per auto-prelievo di urina da primo mitto con dispositivo Colli-Pee™ (Novosanis) 
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Questionario di valutazione per il tampone: 

Regular FLOQSwabs
®
, Evalyn®Brush, HerSwab™, Self-collection: 
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3.3. Processamento dei campioni biologici 

 

I campioni biologici sono stati processati rispettando i seguenti protocolli: 

 

1. Protocollo tamponi vaginali (auto-prelievi): dall’ambulatorio del Reparto di 

ginecologia dell’ Ospedale San Gerardo di Monza, in cui è stato effettuato il prelievo, i 

diversi tamponidi auto-prelievo sono stati inviati a secco, presso il laboratorio di 

Laboratorio di Microbiologia e Virologia Clinica dell’Università degli Studi di Milano-

Bicocca.Itamponi sono stati stemperati in 5,5 mL di Thin-Prep (Hologic), ali quotati in 

CRIOVIALS da 1,1 mLe conservatia-20°C.  

 

2. Protocollo tamponi cervicali: i tamponi sono stati trasportati all’interno di Falcon 

nella quali era stato aggiunto 20 mL di Thin-Prep (Hologic); una volta pervenuti in 

laboratorio, sono stati vortexati per 1 minuto alla massima velocità e aliquotati in 

CRIOVIALS da 1,5 Ml  conservati a - 20°C. 

 

3. Protocollo urine: per la raccolta del primo mitto di urine (14-16 mL di urina)è stato 

utilizzato il dispositivo Colli-Pee (Novosanis) contenente 4 mL di conservante; i 

campioni, una volta pervenuti in laboratorio sono stati ali quotati in CRIOVIALS da 1,5 

mL e conservati a -20°C. 

 

 

3.4. Estrazione acidi nucleici da campioni biologici 

 

L’apparecchio automatico di estrazione NucliSENS
®
 easyMAG

®
, realizzato dalla 

Biomerieux (Figura 16), è il dispositivo impiegato per l’estrazione degli acidi nucleici 

dai suddetti campioni biologici. 
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Fig. 16. Estrattore automatico NucliSENS®easyMAG® prodotto dalla bioMérieux. 

 

 

 

 

NucliSENS
®
easyMAG

®
 è un sistema automatizzato che utilizza la tecnologia BOOM

®
, 

un metodo innovativo messo a punto dalla bioMérieux per l’estrazione in fase solida di 

acidi nucleici mediante l’impiego di silice. Il principio sul quale è concepita questa 

metodologia utilizza l’interazione elettrostatica per legare e trattenere le molecole di 

DNA ed RNA, cariche negativamente, sulla superficie di biglie di silice dotate di carica 

positiva. 

Principio dell’estrazione: 

 L’acido nucleico target aderisce alle particelle di silice magnetica durante la fase 

d’incubazione dei campioni lisati. 

 NucliSENS
®
easyMAG

®
 attrae la silice magnetizzata mediante apposito 

dispositivo magnetico, purificando gli acidi nucleici catturati durante l’incubazione 

attraverso cicli di lavaggio in serie. 

 Il rilascio degli acidi nuclei dalla silice avviene mediante riscaldamento 

 Al termine della procedura, le particelle di silice magnetica sono separate 

dall’eluato mediante dispositivo magnetico (Figura 17). 

 

Il touchscreen presente sull’apparecchiatura consente un’agevole gestione del campione, 

dei reattivi e dei consumabili. Il software di sistema consente una gestione sistematica 

dei dati guidata dall’interfaccia touchscreen.  
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Fig.17.Principio di funzionamento dell’estrattore automatico NucliSenseasyMAG, della dittaBioMérieux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il processo di estrazione parte con l’inserimento dei dati dei campioni nel software dello 

strumento, indicando la matrice, la quantità di partenza, il volume di eluizione 

desiderato e il protocollo. I protocolli operativi disponibili sono due: generico e 

specifico, che richiedono rispettivamente 30-40 minuti e 50-60 minuti (in base al 

numero dei campioni). Il secondo protocollo esegue più lavaggi rispetto al primo e ha 

una temperatura più elevata per la separazione degli acidi nucleici dalle biglie 

magnetiche.  

Successivamente, si procede caricando il materiale biologico negli appositi supporti ad 

otto camere, ciascuna identificabile mediante codice a barre. Lo strumento consente 

l’estrazione sia da campioni pre-lisati sia da campioni primari. I campioni primari 

devono essere preventivamente incubati in un buffer di lisi per 10 minuti. A questo 

punto è possibile aggiungere la silice magnetizzata (125 µl) ed avviare la procedura 

(Figura 18). 

Il volume di eluizione selezionato è di 100 µl per tamponi vaginali e cervicali e 40 µl 

per le urine.  

La quantità di DNA estratto è stata valutata mediante lettura allo spettrofotometro 

(Nanodrop). Tutti gli estratti avevano una quantità di DNA ottimale e una purezza che 

rientrava nei parametri (1,6- 1,8). 
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Fig. 18. Fasi del processo di estrazione con NucliSENSeasyMAG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Identificazione e quantificazione del DNA virale con 

OncoPredict DNA KIT e genotipizzazione con Anyplex™ II 

HPV28 Detection (Seegene) in Real Time PCR. 

 

Tutti i campioni biologici raccolti sono stati analizzati in parallelo con il kit CE-IVD 

AnyplexTM II HPV28 Detection (Seegene) e con il saggio sperimentale OncoPredict 

DNA KIT.  

Anyplex™ II HPV28 Detection è un saggio Real-Time PCR che ha come target la 

regione L1 del genoma virale e consente di individuare la presenza di Papilloma virus 

umani all’interno di campioni biologici. Il kit è basato sulle tecnologie Seegene Dual 

Priming Oligonucleotide (DPO™) e Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension 

(TOCE™) che riescono ad assicurare rispettivamente un’alta sensibilità e specificità di 

reazione (DPO™) e la rilevazione di più target nello stesso canale di fluorescenza 

all’interno di un unico tubo di reazione permettendo, in questo modo, il dosaggio 

semiquantitativo degli analiti mediante l’analisi delle temperature di melting (TOCE™). 

Il kit consiste in due differenti reazioni di Real-Time PCR (set A e set B). Entrambe le 

reazioni utilizzano un gene costitutivo (housekeeping) umano come IC endogeno, in 
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grado di garantire la purificazione del DNA, la verifica della reazione di PCR e il 

chiarimento dell'adeguatezza delle cellule derivanti da ogni campione biologico. 

 Il set A è un saggio multiplex che permette l’amplificazione e genotipizzazione 

simultanea di DNA bersaglio di 14 genotipi di Papilloma virus umani ad alto rischio 

oncogeno (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) e di un controllo 

interno. 

 Il set B è un saggio multiplex che permette l’amplificazione e genotipizzazione 

simultanea di DNA bersaglio di 14 genotipi di Papilloma virus umani a basso rischio 

oncogeno (6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 69, 70, 73, 82) e di un controllo interno. 

Il limite di rivelabilità per la sensibilità è di 50 copie/reazione. 

Per la rilevazione vengono usati 5 fluorocromi differenti: FAM, HEX, Cal Red 610 e 

670 e Quasar 705. 

Il risultato finale deriva dall’elaborazione, mediante uno specifico software che oltre a 

verificare che tutta la procedura analitica sia stata rispettata converte il segnale di 

fluorescenza rilevato nei singoli campioni in positività o negatività per la presenza degli 

specifici genotipi. Il sistema attribuisce un risultato semi- quantitativo all’analisi 

attribuendo a ciascun campione da un minimo di un   ad un massimo di tre  , a seconda 

dell’intensità del segnale rilevato, espressione indiretta di maggiore o minore carica 

virale (Figura 19). 

Fig. 19.Schermata risultato analisi del software mediante Real-Time PCR 
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Il prototipo del kit HPV-OncoPredict è un test in vitro rapido, sensibile, specifico e 

riproducibile in Real-Time PCR per l’identificazione quantitativa del DNA dei 

Papillomavirus umani (HPV) dei seguenti 13 genotipi di ad alto rischio: 16, 18, 31, 33, 

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68a/b. 

L’utilizzo del prototipo del kit è stato studiato su tutti i campioni biologici 

precedentemente descritti (tamponi cervicali prelevati dal clinico, campioni di auto-

prelievo vaginale e di urina). 

La valutazione quantitativa dei 13 genotipi di HPV è stata determinata usando sei 

moduli di OncoPredict kit (QC, SCR, QT1-QT2-QT3-QT4) racchiusi in due linee di 

test: 

 

 LINEA1-MODULO QC (CONTROLLO DI QUALITÀ) + MODULO SCR 

(SCREENING HPV). 

Consente di verificare la conformità diagnostica del campione, MODULO 

QC(efficienza di estrazione, efficienza di amplificazione ed adeguatezza del campione 

in termini di numero di copie hGE, Genoma Umano Equivalente) e valutare la presenza 

di uno o più dei 13 genotipi HPV ad alto rischio, HPV-16, HPV-18 e gli 11 HPVs 

identificati contemporaneamente (31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 and 68a/b) attraverso 

il MODULO SCR. 

 

 LINEA 2- MODULO QT (TIPIZZAZIONE QUANTITATIVA)QT-1, QT-2, 

QT-3, QT4. 

In questa linea di test, i campioni risultati positivi alla precedente analisi di screening 

vengono analizzati utilizzando ulteriori quattro moduli indipendenti: 

- MODULO QT-1: per l’identificazione dell’HPV-16,18,45; 

- MODULO QT-2: per l’identificazione dell’HPV-33,31,52; 

- MODULO QT-3: per l’identificazione dell’HPV-58,35,59; 

- MODULO QT-4: per l’identificazione dell’HPV 51,39,56; 

che permettono l’identificazione ed il calcolo della carica virale HPV genotipo-specifica 

di uno o più dei 13 genotipi, normalizzata ed espressa in:  
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- Unità Internazionali (UI) / 10.000 cellule e Copie delle Unità Internazionali / 

DNA genomico umano per i campioni cervicali e gli auto-prelievi vaginali e, in 

alternativa  

- Unità Internazionali (UI) /mL, per i campioni prelevati del primo mitto di 

urina(quantità di copie di copie di DNA genomico umano rilevate nell’urina non è 

direttamente correlata al numero di cellule, a causa della presenza nel campione 

biologico liquido del DNA frammentato derivato dal sangue e dal distretto urogenitale). 

 

HPV-OncoPredict include, inoltre, un kit (KIT DI SETTING), contenente i reagenti 

appartenenti a tutti e sei i moduli HPV-OncoPredict, funzionali alla valutazione delle 

prestazioni di OncoPredict su ogni strumento di Real-Time PCR  specifico e 

permettendo di raggiungere la robustezza richiesta durante la routine diagnostica. 

Il KIT di SETTING, permette di ottenere le curve di calibrazione necessarie per 

l’identificazione e l’utilizzo dei segnali in FAM, HEX, ROX, CY5, nei successi 

MODULI (QC,SCR, QT1-4).  

 

La specifica robustezza del kit prototipo è stata determinata utilizzando dei calibratori 

tecnici per consentire la valutazione e la correzione delle imprecisioni analitiche. I 

calibratori usati appartengono principalmente a due categorie: 

 

 Calibratori richiesti per valutare la qualità della procedura analitica, (Campione 

per campione): 

 

a) CALIBRATORE ESOGENO. Un DNA standard titolato è aggiunto al campione 

prima dell’estrazione. Dalla sua amplificazione, è previsto uno specifico valore di Ct. 

b) hGE (Genoma Umano Equivalente), determinazione del numero delle copie. Un 

gene umano autosomico (CCR5) è aggiunto alla reazione di PCR per calcolare il 

numero dei genomi umani equivalenti di ciascun campione. 

c) CALIBRATORE DI AMPLIFICAZIONE. Un DNA standard titolato è presente 

nella mix di reazione. È previsto uno specifico valore di Ct dalla sua amplificazione. 

 

 Calibratori inclusi nel kit prototipo, affinché la reazione di PCR abbia esito 

positivo, (Sessione per sessione): 
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a) Controllo Positivo DNA standard dei 13 HPV. È previsto uno specifico valore di 

Ct per ciascun parametro. 

b) Calibratore 1-4 (quattro provette con una concentrazione scalare dei 13 HPV e 

del hGE, con una concentrazione costante del CALIBRATORE ESOGENO e del 

CALIBRATORE DI AMPLIFICAZIONE). 

c) Controllo negativo. Acqua priva di RNasi. Non è previsto nessun valore di Ct.  

 

Tabella 4. HPV-OncoPredict kit e le sue relative funzioni 

 

CONFEZIONE 

DEL KIT 
DESCRIZIONE APPLICAZIONE 

KIT SETTING 

REAGENTI DEL SET 

(MODULI QC, SCR,  

QT1-4) 

NORMALIZZAZIONE 

QUANTICA PER I 

CANALI FAM-HEX-

ROX-CY5 SU PIÙ TIPI 

DI STRUMENTI 

MODULO  

QC-SCR 

VALUTAZIONE DEL   

CAMPIONE E DEL 

PROCESSO DEL TEST DI 

SCRENNING HPV 

(QUALITATIVO) PER: 

HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 

45, 51, 52, 56,   58, 59 E 68 

a/b 

TEST DI LINEA 1 

SCREENING HPV 

MODULO 

 QT 1-4 

DETERMINAZIONE 

DELLA CARICA VIRALE 

GENOTIPO-SPECIFICA 

PER I 12 HPVs: HPV16, 

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59. 

HPV68 NON INCLUSO 

TEST LINEA 2 

TIPIZZAZIONE 

QUANTITATIVA 

 

Un totale di 5 μl di ciascun campione (per i Test di linea 1 e 2) o CALIBRATORI 1-4 

(per i test del Kit di Setting) sono stati aggiunti ai 10μl delle Mix totali di reazione dei 

moduli: QC, SCR (costituita dalla Mix di reazione QC/SCR, soluzione enzimatica e il 
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controllo di amplificazione), QT1/QT4 (costituita dalla Mix di reazione QT1/4 e la 

soluzione enzimatica)fino ad ottenere un volume finale di 15 μl per ogni pozzetto. A 

ciascun modulo di analisi sono stati aggiunti i controlli positivi (5µl di geni sintetici 

contenenti le sequenze target dei 13 HPV) e i controlli negativi (5 µl di acqua priva di 

RNasi), al posto del templato.  

Una volta allestita e dispensata la mix con i campioni, la piastra è stata caricata nel 

termociclatore per Real-Time PCR CFX96 Touch (BioRad). 

 

Per la rilevazione sono stati usati i 4 fluorocromi differenti: FAM, HEX, ROX e CY5. 

 

Il profilo termico utilizzato è descritto nella tabella sottostante: 

 

Tab.5.Profilo termico 

 

Acquisire i dati di fluorescenza in Real-Time alla fine dello STEP 2 del CYCLE 2 (*). In questo passaggio, per ogni ripetizione, 

viene letta la fluorescenza e i dati vengono raccolti e analizzati in tempo reale. 

 

Il grafico ottenuto alla fine del processo termico mostra i relativi dati di fluorescenza, 

per ciascun campione, ad ogni ciclo. Ogni segnale indica un singolo campione/pozzetto. 

Il report finale dell’analisi viene prodotto dai MODULI QT (seconda linea di test). I 

risultati positivi dei 13 HPV sono validi quando vengono confrontati e rispettati i dati di 

controllo(controllo di amplificazione del processo) determinati nel MODULO QC. 

La Tabella 6 mostra la panoramica della combinazione dei rispettivi MODULI QT. 

 

Tab. 6.Combinazione dei MODULI QT e identificazione dell’HPV specifico.  
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* I segnali provenienti dal calibratore di estrazione e dal rilevamento di hGE sono usati come controlli di amplificazione 

rispettivamente nei MODULI QT-1 e QT-3 e MODULI QT-2 e QT-4. Il valore del Ct utilizzato come riferimento, deve possedere il 

corrispondente valore ottenuto per lo stesso campione nel MODULO QC. 

 

Come risultato della valutazione integrata dei dati dei controlli/calibratori, viene 

generato un fattore di correzione della carica virale specifico di ciascun campione, che 

consente un'accurata determinazione quantitativa della carica virale.  

Il risultato finale e l’analisi relativa alla quantificazione di ciascun campione, deriva 

dall’elaborazione, mediante uno prototipo di software (M-STEERALG, Multiple 

Sample TypEs procEss contRol) che oltre a verificare che tutta la procedura analitica sia 

stata rispettata correttamente converte il segnale di fluorescenza rilevato (Ct) nei singoli 

campioni, in dato quantitativo per ciascun genotipo identificato. 

Sui risultati ottenuti è stata valutata, successivamente, l'accuratezza diagnostica 

(sensibilità e specificità) e la concordanza tra auto-prelievo e campionamento eseguito 

dal clinico attraverso il test Kappa di Cohen (k). Tale concordanza è stata definita come 

''nulla” (k <0.01), ''scarsa'' (0.01< k < 0.2), ''modesta'' (0,21< k < 0.40), ''moderata'' (0.41 

< k < 0.60), ''buona (0.61 < k <0.80),  ''ottima/eccellente'' (0.81 < k <1.00). 

Inoltre, su 40 campioni biologici di auto-prelievo vaginale, analizzati nella prima parte 

del lavoro, è stata effettuata la ricerca di 7 principali patogeni responsabili di malattie 

sessualmente trasmissibili Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), 

Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma hominis (MH), Mycoplasma genitalium 

(MG), Ureaplasma urealyticum (UU), Ureaplasma parvum (UP). Allo scopo è stato 

utilizzato il kit: AnyplexII™ STI-7 (Seegene) Detection, saggio in Real-Time PCR 

multiplex che consente simultaneamente l’amplificazione e l’identificazione degli acidi 

nucleici bersaglio identificativi di ciascun patogeno. 

La presenza specifica della sequenza genica nella reazione è riportata come valore Ct 

(ciclo soglia) attraverso l'analisi di un software specifico che oltre a verificare che tutta 

la procedura analitica sia stata eseguita correttamente converte il segnale di fluorescenza 

rilevato nei singoli campioni in positività o negatività per la presenza del determinato 

patogeno. Per la rilevazione vengono usati 4 fluorocromi differenti: FAM, HEX, Cal 

Red 610 e 670. 
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4. RISULTATI  

 

 

4.1. Analisi della popolazione in studio 
 

 

Per il  presente lavoro di tesi sono state reclutate una coorte di 140 donne di età 

compresa tra i 21 e i 67 anni, con un valore mediano di 38 anni, prevalentemente (87%) 

di origine italiana. 

Dai dati raccolti dalle schede anagrafiche ed anamnestiche emerge che il 40% è dedita 

al fumo, il 59% riferisce di aver avuto almeno una gravidanza (il 18% almeno 1 

gravidanza, il 41 % 2 o più gravidanze). 

 

 

4.2. Confronto tra i risultati ottenuti con i diversi dispositivi di 

auto-prelievo per la ricerca degli HPV e dei patogeni 

responsabili di malattie sessualmente trasmesse  

 

La prima parte del presente lavoro, ha previsto l’arruolamento di 40 donne,alle quali è 

stato chiesto di sottoporsi ad autoprelievo vaginale con i tre differenti dispositivi 

FLOQSwabs®, HerSwab™, Evalyn®Brush.  

Le partecipanti allo studio sono state suddivise in due gruppi: 

 

- Le componenti del primo gruppo (20 pazienti) ha  utilizzato i tamponi 

FLOQSwabs® e HerSwab™. Di queste, le prime 10, hanno impiegato, in primis il 

dispositivo FLOQSwabs®e successivamente il tampone HerSwab™. Le seconde 20 

hanno utilizzato prima il tampone HerSwab™ e in seguito FLOQSwabs®. 

 

- Le partecipanti del secondo gruppo (20 pazienti) hanno invece utilizzato i tamponi 

FLOQSwabs® e Evalyn®Brush. Le prime 10 pazienti hanno eseguito il prelievo, in 

primis,con il dispositivo FLOQSwabs® e successivamente con l’Evalyn®Brush. Le 

ulteriori 10 pazienti hanno utilizzato prima il tampone Evalyn®Brush e in seguito il 

FLOQSwabs®. 
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4.2.1. Comparazione tra tampone cervicale vs 

FLOQSwabs®/HerSwab™ 

 

Analizzando i dati ottenuti dal primo gruppo di pazienti (dispositivi di auto-prelievo 

vaginale FLOQSwabs® e HerSwab™), emerge un ottimo livello di concordanza fra i 

risultati ottenuti dal campione cervicale (gold standard) e dall’auto-prelievo vaginale per 

la ricerca degli HPV presenti effettuata con il kit diagnostico Anyplex™ II HPV28 

Detection (Tabella 7). 

Tab. 7. Risultati dell’HPV Test tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ HerSwab™) e campione cervicale. 

 Gold Standard 

(tampone 

cervicale) 

FLOQSwabs® 

(auto-prelievo) 

HerSwab™ 

(auto-prelievo) 

ID Paz. HPV HR HPV HR HPV HR 

MO52 NEG NEG NEG 

MO53 31, 56 31, 56 31 

MO54 66 51, 66 51, 66 

MO55 NEG NEG NEG 

MO56 16 16 16 

MO57 16, 31 16, 31, 33 16, 31, 33 

MO58 NEG NEG NEG 

MO59 NEG 51 51 

MO60 16, 51, 56 16, 51, 56 16, 51, 56 

MO61 16 16 NEG 

MO62 NEG NEG NEG 

MO63 16 16 16 

MO64 16 16 16 

MO65 NEG NEG NEG 

MO66 31 31 31, 66 

MO67 NEG NEG NEG 

MO68 16 16 16 

MO69 31, 68 31, 68 31, 68 

MO70 NEG NEG NEG 

MO71 52 31, 52 31, 52 
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Al momento dell’arruolamento il 60% delle donne (12/20) presentava una positività per 

l’infezione da HR-HPV, rilevata dall’analisi molecolare del tampone cervicale, mentre il 

65% (13/20) ha evidenziato una positività nel tampone FLOQSwabs® e del 60% (12/20) 

in quello HerSwab™. 

I genotipi HR-HPV, maggiormente riscontrati sono stati: HPV16, HPV31, HPV51, 

HPV56, in tutte e tre le tipologie di campione, come mostrato nel dettaglio, nella figura 

20. 

Fig.20. Prevalenza tra auto-prelievo vaginale(FLOQSwabs®/ HerSwab™) e campione cervicale 

 

 

 

Applicando ai risultati ottenuti il test di concordanza (K di Cohen), emerge una 

concordanza di 0,95 tra il cervicale e l’auto-prelievo FLOQSwabs® e del 0,90 tra 

cervicale e HerSwab™. 
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Inoltre, in parallelo, sugli stessi campioni, è stato riscontrato un ottimo livello di 

concordanza confrontando i dati ottenuti riguardanti la ricerca dei principali patogeni 

responsabili delle malattie sessualmente trasmesse (STIs) (Tabella 8): 

Tab.8. Risultati dell’ STIs tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ HerSwab™) e campione cervicale 

 

 Gold Standard 

(tampone cervicale) 

FLOQSwabs® 

(auto-prelievo) 

HerSwab™ 

(auto-prelievo) 

ID Paz. STIs STIs STIs 

MO52 NEG NEG NEG 

MO53 NEG NEG NEG 

MO54 NEG NEG UP 

MO55 NEG NEG NEG 

MO56 NEG NEG NEG 

MO57 UP UP UP 

MO58 UP UP UP 

MO59 UP UP UP 

MO60 UP, MH UP, MH UP, MH 

MO61 NEG NEG NEG 

MO62 NEG NEG NEG 

MO63 MH, MG, CT MH, MG, CT MH, CT 

MO64 UU UU UU 

MO65 NEG NEG NEG 

MO66 UP UP UU, UP, MH 

MO67 NEG NEG NEG 

MO68 NEG NEG NEG 

MO69 NEG NEG NEG 

MO70 NEG NEG NEG 

MO71 NEG UP UP 
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*Ureaplasmaparvum (UP);Mycoplasmahominis (MH); Mycoplasmagenitalium (MG); 

Chlamydia trachomatis (CT);Ureaplasmaurealyticum (UU) 

 

Per quanto concerne la ricerca dei principali patogeni responsabili di malattie 

sessualmente tramissibili (STIs), si è rilevata una positività del 35% (7/20), 40% (8/20), 

45% (9/20), rispettivamente nel tampone cervicale, FLOQSwabs® e HerSwab™.  

In Figura 21 vengono illustrati i patogeni maggiormente presenti (Ureaplasma parvum,UP, 

Mycoplasma hominis,MH) in tutte e tre le tipologie di campioni. 

 

 

Fig. 21. Prevalenza STIs tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ HerSwab™) e campione cervicale 

 

 
 

 

Applicando ai risultati ottenuti il test di concordanza (K di Cohen), emerge una 

concordanza di 0,95 tra il cervicale e l’auto-prelievo FLOQSwabs® e del 0,90 tra 

cervicale e HerSwab™. 
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4.2.2. Comparazione tra tampone cervicale vs 

FLOQSwabs®/Evalyn®Brush 

 

In riferimento ai dati ottenuti dal secondo gruppo di pazienti che hanno utilizzato i 

dispositivi di auto-prelievo vaginale FLOQSwabs® ed Evalyn®Brush, il confronto,  

mostrato nella tabella 9, tra il campione cervicale (gold standard) e i campioni di auto-

prelievo vaginale, ha mostrato un ottimo livello di concordanza. 

Dai risultati ottenuti dall’analisi con il kit Anyplex™ II HPV28 Detection (Seegene), è 

stata rilevata una positività ad HR-HPV del 55% (11/20), per quanto riguarda il tampone 

cervicale, il 50% (10/20) ha evidenziato una positività con l’utilizzo del tampone di 

auto-prelievo vaginale FLOQSwabs®, e una positività da HR-HPV del 55% (11/20) al 

prelievo con il tampone Evalyn®Brush. 
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Tab. 9. Risultati dell’HPV Test tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ Evalyn®Brush) e campione 

cervicale. 

 Gold Standard 

(tampone cervicale) 

FLOQSwabs® 

(auto-prelievo) 

Evalyn®Brush 

(auto-prelievo) 

ID Paz. HPV HR HPV HR HPV HR 

MO72 NEG NEG NEG 

MO73 16 16 16 

MO74 16 16 16 

MO75 45 45 45 

MO76 16 NEG NEG 

MO77 56 35, 56 35, 56 

MO78 NEG NEG NEG 

MO79 NEG NEG 56 

MO80 NEG NEG NEG 

MO81 66 66 66 

MO82 NEG NEG 66 

MO83 16 16, 18, 56 16, 18, 56 

MO84 NEG NEG NEG 

MO85 16, 56 16, 56 16, 56 

MO86 NEG NEG NEG 

MO87 51 51 NEG 

MO88 35 35 35 

MO89 NEG NEG NEG 

MO90 NEG NEG NEG 

MO91 51, 52 51 51, 52 

 

 

In questo caso, i genotipi HR-HPV, maggiormente riscontrati sono stati: HPV16, 

HPV35, HPV51, HPV56, in tutte e tre le tipologie di campione, come mostrato nel 

dettaglio, in figura 22. 
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Fig. 22. Prevalenza tra auto-prelievo vaginale(FLOQSwabs®/ Evalyn®Brush) e campione cervicale 

 

 

Applicando ai risultati ottenuti il test di concordanza (K di Cohen), emerge una 

concordanza di 0,95 tra il cervicale e l’auto-prelievo FLOQSwabs® e del 0,80 tra 

cervicale e Evalyn®Brush. 

 

 

 

Un ottimo livello di concordanza è stato riscontrato confrontando i dati ottenuti tra il 

gold standard e gli auto-prelievi (Tabella 10), riguardanti la ricerca dei principali 

patogeni responsabili delle malattie sessualmente trasmesse (STIs) . 
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Tab. 10. Risultati dell’ STIs tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ Evalyn®Brush) e campione cervicale 

 

 Gold Standard 

(tampone cervicale) 

FLOQSwabs® 

(auto-prelievo) 

Evalyn®Brush 

(auto-prelievo) 

ID Paz. HPV HR HPV HR HPV HR 

MO72 
STIs STIs STIs 

MO73 
UP UP UP 

MO74 
NEG UP UU, UP 

MO75 
UP UP UP 

MO76 
NEG UP UP 

MO77 
NEG NEG NEG 

MO78 
NEG NEG NEG 

MO79 
UP UP UP 

MO80 
UP UP UP 

MO81 
NEG NEG NEG 

MO82 
NEG NEG NEG 

MO83 
NEG NEG NEG 

MO84 
UP, CT, TV UP, CT, TV UP, CT, TV 

MO85 
NEG NEG NEG 

MO86 
NEG NEG NEG 

MO87 
NEG NEG NEG 

MO88 
UP UP UP 

MO89 
NEG NEG NEG 

MO90 
NEG NEG NEG 

MO91 
NEG NEG NEG 

*Ureaplasmaparvum (UP);Mycoplasmahominis (MH); Mycoplasmagenitalium (MG); 

Chlamydia trachomatis (CT);Ureaplasmaurealyticum (UU) 

 
 

 

In riferimento alla ricerca dei principali patogeni responsabili di malattie sessualmente 

tramissibili (STIs), la percentuale di positività è stata del: 35% (7/20), 45% (9/20), 45% 

(9/20), rispettivamente per il tampone cervicale, il tampone di auto-prelievo 

FLOQSwabs® e il tampone Evalyn®Brush.  

Il patogeno principalmente rilevato è stato rappresentato dall’ Ureaplasma parvum,UP, in 

tutte e tre le tipologie di campioni, come illustrato in figura 23. 
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Fig.23. Prevalenza STIs tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®/ Evalyn®Brush) e campione cervicale 

 

 

 

Applicando ai risultati ottenuti il test di concordanza (K di Cohen), emerge una 

concordanza di 0,90 tra il cervicale e l’auto-prelievo FLOQSwabs® e del 0,90 tra 

cervicale e Evalyn®Brush. 
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4.2.3. Analisi dei questionari di gradimento relativi all’utilizzo dei 

dispositivi di self-collection 

 

Per quanto riguarda l’analisi dei questionari di gradimento relativi all’impiego dei 

dispositivi di auto-prelievo vaginale FLOQSwab®, HerSwab™  e Evalyn®Brush per 

le 40 pazienti reclutate nella prima parte del progetto si è registrato, nel complesso, un 

buon grado di soddisfazione. La quasi totalità delle pazienti ha giudicato semplici le 

operazioni di estrazione del tampone dalla custodia, il suo inserimento nella vagina e la 

rotazione per eseguire il prelievo (i giudizi riguardanti questi aspetti sono tutti collocati 

nelle categorie “molto facile” o “facile”). Nessuna paziente ha riferito di aver avvertito 

dolore durante l’esecuzione dell’auto-prelievo. Un 10% (2/20) delle pazienti, ha riferito 

perdita di sangue durante il prelievo, effettuato con il tampone vaginale HerSwab™. 

Il reinserimento del tampone nella custodia al termine del prelievo è stato giudicato 

anch’esso agevole e non sono state registrate segnalazioni di particolari difficoltà. 

Le istruzioni fornite per l’esecuzione dell’auto-prelievo sono state giudicate chiare e 

comprensibili dalla totalità delle pazienti e l’intera procedura è stata giudicata facile con 

parere unanime.  

La quasi totalità delle pazienti preferirebbe l’auto-prelievo vaginale rispetto a quello 

eseguito dallo specialista con preferenza per il tampone FLOQSwab® rispetto agli altri 

due devices (Figure. 30 e 31). 

 

Fig. 24. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo FLOQSwabs® 
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Fig. 25. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo FLOQSwabs® 

 

 
 
 

 

 

 

Fig. 26. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo HerSwab™ 
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Fig. 27. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo HerSwab™ 

 

 

 
 

 

 

 

Fig. 28. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo Evalyn®Brush 
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Fig. 29. Questionario di gradimento per il tampone di auto-prelievo Evalyn®Brush 

 

 
 

 
 

 

Fig. 30. Preferenza tra il tampone FLOQSwabs® versus HerSwab™ 
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Fig. 31. Preferenza tra il tampone FLOQSwabs® versus Evalyn®Brush 

 

 
 

 

 

 

 

4.3.Validazione analitica del kit diagnostico OncoPredict su 

campioni cervicali (CCC), auto-prelievo vaginale (SV) e 

primo mitto di urina (FVU) 

 
La seconda parte del presente lavoro, ha previsto l’arruolamento di 100 donne con una 

documentata displasia cervicale (LSIL, ASCUS, ACG-US, ASCH o HSIL) riferite per 

esame colposcopio presso la clinica Ginecologica dell’Ospedale San Gerardo di 

Monza.Tutte le pazienti sono state sottoposte a prelievo cervicale effettuato dallo 

specialista, con il tampone L-Shaped Endocervical/Esocervical FloqSwab
®
, ad auto-

prelievo sia vaginale,con l’utilizzo del device FLOQSwabs
®
,sia con la raccolta del 

primo mitto di urina con il sistema Colli-Pee™. Nel complesso, sono stati raccolti un 

totale di 300 campioni successivamente analizzati sia con il kit Oncopredict che con il 

kit Anyplex™ II HPV28 Detection. 

Prima di procedere con l’analisi dei campioni, è stato utilizzato il modulo OncoPredict-

QC (controllo di qualità) al fine di  verificare la conformità diagnostica del campione in 

termini di sufficiente efficienza di estrazione, amplificazione e adeguatezza 

(cellularità).4 su 100 campioni cervicali (CCC) sono risultati non adeguati, mentre  
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piena conformità si è rilevata sia per i 100 campioni di auto-prelievo vaginale (SV) sia 

per i 100 campioni del primo mitto di urina (FVU). Inoltre, è stata anche calcolata, nelle 

tre diverse tipologie di campione biologico la cellularità totale del DNA umano, come 

riportato nella seguente tabella 11. 

 

Tab. 11.Cellularità totale del DNA genomico umano da un singolo tampone CCC (espresso in numero di 

cellule), un singolo tampone SV (espresso in numero di cellule) e 20 mL di FVU (espresso in numero di copie di 

DNA genomico umano). 

 

CCC SV FVU 

 

96/100 100/100 100/100 

MEDIA 
1,33E+06 1,88E+06 6,33E+06 

MEDIANA 
1,87E+05 1,52E+06 2,14E+06 

VALORE 

MASSIMO 8,09E+06 7,66E+06 1,01E+08 

VALORE MINIMO 
1,01E+05 1,54E+05 1,08E+05 

 

 

4.3.1. Confronto tra il kit OncoPredict (SCR e QT1/4)  

e Anyplex ™ II HPV28 

 

Il kit OncoPredict utilizza sei moduli di reazioni, in due combinazioni specifiche, 

determinando due linee di test. Nella prima linea di test, viene utilizzato il modulo SCR 

(Screening) per la determinazione degli HPV16, HPV18 ed un pool di 11 diversi HPV 

(31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 e 68 a/b).  

Nella seconda linea di test, il kit utilizza quattro moduli di reazioni (QTs- Tipizzazione 

Quantitativa), ciascuno dei quali rileva la quantità specifica di tre HPV indipendenti 

(QT-1: HPV16-18-45, QT-2: HPV33-31-52, QT -3: HPV58-35-59, QT-4: HPV51-39-

56). 

Utilizzando i dati ottenuti dai campioni clinici analizzati nel presente studio, abbiamo 

confrontato le prestazioni del kitOncoPredict con quelle ottenute utilizzando il kit 

marcato CE-IVD Anyplex™ II HPV28-Seegene.  

I risultati hanno mostrato un ottimo accordo nella positività riscontrata nei diversi 

campioni con i due kit(Tabella 12 e Tabella 13). 
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Tab. 12. Confronto tra percentuale di positività riscontrata nei campioni cervicalicon il kit HPV 

Oncopredict(fase di screening) e con il kit  Anyplex ™ II HPV28. 

 

CAMPIONE CERVICALE (CCC) 

HPV Anyplex™ II HPV28  

(%) 

OncoPredict-SCR 

(%) 

HPV-16 26,5 26,5 

HPV-18 3,6 4,8 

11 HPVs 55,4 56,6 

 

 

Tab. 13. Confronto tra percentuali di  positivitàriscontrata nei campioni cervicali con il kit HPV Oncopredict 

(genotipizzazione) e con il kit  Anyplex ™ II HPV28. 

. 

CAMPIONE CERVICALE (CCC) 

HPV Anyplex™ II HPV28 

(%) 

OncoPredict-QT1/4 

(%) 

16 26,0 25,0 

18 5,2 5,2 

31 20,8 23,9 

33 3,1 4,1 

35 3,1 4,1 

39 6,2 8,3 

45 3,1 2,0 

51 11,4 15,6 

52 9,3 9,3 

56 10,4 16,6 

58 11,4 14,5 

59 6,2 7,2 
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4.3.2. Performance analitica del kit OncoPredict 

nell’identificazione  del genotipo-specifico di HPV da 

campioni cervicali (CCC), auto-prelievo vaginale (SV) e 

primo mitto di urina (FVU). 

 

La valutazione comparativa dei risultati ottenuti tra i moduli OncoPredic-SCR e 

OncoPredict-QT 1/4 ha evidenziato un accordo di livello ottimale con un elevato 

numero di campioni positivi selezionati nel primo passaggio (SCR) confermati nel 

secondo passaggio (QT 1/4) (tabella 14). 

 

Tab.14. Percentuale di positività riscontrata con OncoPredict-SCR e OncoPredict-QT in campioni di 

CCC, SV e FVU.  

* Numero di campioni che raggiungono la conformità diagnostica. 

 

  HPV-16 

 (%) 

HPV-18  

(%) 

11 HPVs  

(%) 

CCC 

(*96 campioni) 

SCR 26,5 4,8 56,6 

QT1/4 26,5 3,6 54,2 

SV 

(*100 campioni) 

SCR 28,9 4,8 57,8 

QT1/4 28,9 2,4 54,2 

FVU 

(*100 campioni) 

SCR 36,1 2,4 53,0 

QT1/4 27,7 2,4 50,6 

 

I campioni risultati negativi, nella prima fase con OncoPredict-SCR, sono stati ritestati 

con OncoPredict-QT 1/4,che ha confermato i dati del primo step (dati non mostrati). 

Il modulo OncoPredict-SCR della prima linea di test, utilizzato al fine di screenare i 

campioni positivi per HPV,  ha evidenziato percentuali di positività del 65,1%, 68,7% e 

66,3%, rispettivamente per i campioni CCC, SV e FVU.  

Le percentuali corrispondenti agli HPV16, HPV18 e 11HPV come cluster 

(31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 e 68 a/b) per ciascuna tipologia di campione, sono 

riassunti nella tabelle 15-16. 
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Tab. 15. Confronto di positività nel CCC rispetto all’auto-prelievo vaginale (SV). 

 

OncoPredict-SCR 

HPV 

(%) 

CCC  

(%) 

SV  

(%) 

HPV-16 26,5 28,9 

HPV-18 4,8 4,8 

11 HPVs 56,6 57,8 

 

 

Tab. 16. Confronto di positività nel CCC rispetto all’auto-prelievo del primo mitto di urina ( FVU). 

 

OncoPredict-SCR 

HPV 

(%) 

CCC  

(%) 

FVU  

(%) 

HPV-16 26,5 36,1 

HPV-18 4,8 2,4 

11 HPVs 56,6 53,0 

 

I campioni HPV positivi allo screening sono stati testati nella seconda linea di test, 

utilizzando i quattro moduli (QTs-Tipizzazione Quantitativa), ciascuno dei quali ha 

rilevato la quantità genotipo specifica di tre HPV indipendenti (QT-1: HPV16-18-45, 

QT-2: HPV33 -31-52, QT-3: HPV58-35-59, QT-4: HPV51-39-56). In particolare, i 

genotipi 

HPV16 e HPV31 sono risultati i più frequenti nelle tre tipologie di prelievo, seguiti da 

HPV51 per FVU e HPV56 per SV (Figura 32).  
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Fig. 32. Prevalenza  HPV identificata in CCC,SV ed FVU.  

*Genotipi maggiormente presenti in tutte le tipologie di campione 

 

 

 

 

L’accuratezza dell’HPV test  eseguita con il kit Oncopredict, saggiata sui campioni 

prelevati tramite i dispositivi utilizzati per l’auto-prelievo è stata valutata analizzando la 

concordanza analitica tra l’esito del test ottenuto dai campioni da auto-prelievo e quello 

ottenuto dal campione cervicale. 

L’identificazione su base genotipo specifica per le tre differenti tipologie di campione, è 

mostrata nella figura 33, per i campioni di auto-prelievo vaginale.  

HPV16-35-39 hanno rappresentato i casi ideali, dove non sono state perse le positività 

nel CCC, utilizzando anche l’auto-prelievo vaginale (SV). Applicando il test di 

concordanza (K di Cohen) è emersa una concordanza ottima per HPV16 (k = 0.95), 

HPV58 (k = 0.82) e HPV31 (k = 0.80). 
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Fig. 33. Somma di campioni positivi solo in CCC (barre arancioni), solo in SV (barre viola)) e, contestualmente, 

sia in CCC che in FVU (barre verdi), con rispettiva Kappa di Cohen (κ). 

*Caso ideale.

 

 

 

Analogamente, i risultati ottenuti, confrontando il tampone cervicale e l’auto-prelievo 

dell’urina, sono mostrati nella figura 34. In questo caso, HPV33 ha rappresentato il caso 

ideale, dove non sono state perse positività nel CCC, utilizzando anche l’auto-prelievo 

dell’urina (FVU).  

Il test di concordanza (K di Cohen) ha evidenziato una concordanza ottima per HPV59 

(k = 0.92), HPV58 (k = 0.82) e HPV16 (k = 0.82). 
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Fig. 34. Somma di campioni positivi sin CCC (barre arancioni), solo in FVU (barre gialle) e, contestualmente, 

sia in CCC che in FVU (barre verdi), con rispettiva Kappa di Cohen (κ). 

*Caso ideale.

 

 

 

4.3.3. Determinazione della carica virale genotipo specifica in 

campioni CCC e auto-prelievo SV e FVU 

 

Le Figure 35 e 36 mostrano le differenze di VL genotipo specifico nei campioni 

prelevati in auto-prelievo rispetto al gold standard (CCC).  

Inoltre, con l’obiettivo di utilizzare la carica virale come un importante biomarker nel 

CCC, sembra interessante confrontare il profilo dei valori di carica virale specifici del 

genotipo nei campioni di CCC con quelli ottenuti da campioni di auto-prelievo.  

La Figura 35 mostra le cariche virali genotipo specifiche da CCC e SV e la Figura 36 

mostra quelle da CCC e FVU.  
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Fig. 35. Cariche virali di HR-HPV in base al tipo di campione (CCC vs SV). Il log HPV UI trasformato per 

10.000 cellule di estratto di DNA in CCC (barre arancioni) e SV (barre viola).  

Sono riportate le barre mediane e SD. 

 

 

 

 

Fig. 36. Cariche virali HR-HPV in base al tipo di campione (CCC vs FVU). Il log HPV UI trasformato per una 

quantità di DNA genomico umano equivalente a 10.000 cellule, CCC (barre arancioni) e FVU (barre gialle).  

Sono riportate le barre mediane e SD. 
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Ad una visione generale, i profili delle cariche virali genotipo specifiche nei tre tipi di 

campioni sembrano essere molto simili (Figura 35 e Figura 36), riscontrando una 

maggiore prevalenza dei genotipi HPV16, HPV31, HPV35, HPV56. Sono stati 

evidenziati  valori più elevati di carica virale nei campioni cervicali prelevati dal clinico 

(CCC) rispetto ai campioni di auto-prelievo (SV e FVU). 

Vista la numerosità campionaria, sono stati riportati i dati medi di carica virale,HPV-16 

è stato il più presente nel distretto cervicale (177629,0 UI / 10.000 cellule), seguito 

daHPV-56 (44129,9 UI / 10.000 cellule) e nel distretto vaginale più presente HPV-56 

( 41238,8 UI / 10.000 cellule) seguito da HPV-16 (8396,7 UI / 10.000 cellule), mentre il 

più presente nel primo mitto di urina, HPV-16 (8008,1 UI / 10.000 copie di hgDNA) 

seguito da HPV-31 (5079 , 8 UI / 10.000 copie hgDNA); al contrario, HPV-18 è stato il 

meno presente nel distretto cervicale (16,9 UI / 10.000 cellule) seguito dall'HPV-33 

(18,8 UI / 10.000 cellule); HPV-18 è stato il meno presente anche nel distretto vaginale 

(4,1 UI / 10.000 cellule), seguito daHPV-33 (13,8 UI / 10.000 cellule) e HPV-45 è stato 

il  meno presente nel primo mitto di urina (2,8 Copie IU / hgDNA), seguito da HPV-33 

(15,9 copie IU / hgDNA). 
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5. DISCUSSIONE 

 
 

Il carcinoma cervicale è la prima neoplasia riconosciuta dall’Organizzazione Mondiale 

della Sanità come totalmente riconducibile ad un’infezione. Il carcinoma della cervice è 

infatti causato dall’infezione genitale da virus del papilloma umano (HPV). 

I diversi tipi di HPV vengono infatti distinti in basso e alto rischio di trasformazione 

neoplastica. I genotipi a basso rischio sono associati a lesioni benigne come i condilomi 

anogenitali, mentre quelli ad alto rischio, cui appartengono 14 tipi oncogenici di HPV 

che vengono virtualmente rilevati in tutte le lesioni carcinomatose, sono associati al 

cancro cervicale oltre che ad altri tumori del tratto anogenitale, come per esempio il 

carcinoma del pene, della vulva, della vagina e dell’ano. 

In Italia 8 donne su 10, fra i 25 e i 64 anni, si sottopongono a scopo preventivo allo 

screening cervicale (Pap-test o HPV test), o all’interno di programmi organizzati o per 

iniziativa personale, secondo quanto raccomandato dalle linee guida nazionali che 

suggeriscono alle donne di 25-64 anni di sottoporsi allo screening ogni tre anni per la 

diagnosi precoce del tumore della cervice uterina (Dati Passi 2014-2017). 

La quota di donne che si sottopone allo screening cervicale è maggiore fra quelle socio-

economicamente più avvantaggiate, per condizioni economiche o istruzione, fra le donne 

di cittadinanza italiana rispetto alle straniere e fra le coniugate o conviventi rispetto alle 

donne non coniugate e non conviventi. 

Se nel corso degli anni si è registrato un incremento statisticamente significativo della 

popolazione femminile che fa prevenzione, determinato per lo più da un aumento della 

copertura dello screening organizzato, il 12% delle donne riferisce di non essersi mai 

sottoposta allo screening cervicale e il 9% di averlo fatto da oltre tre anni. La motivazione 

più frequentemente addotta dalle donne intervistate per la mancata esecuzione dello 

screening è l’idea di non averne bisogno. 

Il metodo di screening tradizionale per il carcinoma della cervice (che risale agli anni 50 

ma che rimane pur sempre un valido metodo in quanto presenta un buon rapporto 

costo/efficacia) è l’esame citologico (il cosiddetto test di Papanicolau o Pap test). 

Il metodo non è immune da errori (sia nelle lettura che nel campionamento con alta 

variabilità inter-operatore ed inter-laboratorio) e soprattutto non è un esame di tipo 

predittivo dell’evoluzione della patologia oltre ad avere una bassa specificità e sensibilità. 
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In conseguenza di ciò sono possibili risultati falsi negativi e falsi positivi che hanno forti 

ripercussioni sul paziente. 

Alla luce di questa problematica, le recenti linee guida suggeriscono di introdurre come 

test di screening primario, accanto al tradizionale PAP test la ricerca del DNA virale. 

Tuttavia, nonostante a livello nazionale siano stati raggiunti importanti livelli di adesione è, 

purtroppo, ancora elevato il numero di donne mai sottoposte ad un esame di screening. 

Appare pertanto prioritario, nelle Regioni a basso tasso di risposta, attuare strategie per 

raggiungere le donne che non hanno mai eseguito un esame per la prevenzione di tale 

patologia in quanto, seppur rappresentino nel complesso una piccola percentuale della 

popolazione target, è tra queste che si annida il maggior rischio di sviluppare lesioni HPV-

correlate di alto grado o francamente maligne. 

Un’altra problematica emersa associata all’esame citologico è il prelievo del campione per 

l’analisi. Nei programmi di screening per la prevenzione del tumore della cervice uterina è 

raccomandato il prelievo di un campione cervicale effettuato da un medico. Tuttavia la 

visita ambulatoria può risultare un problema, in particolare per le donne che provengo da 

paesi dove alcune barriere socio- culturali e religiose limitano l'accesso alle visite 

ambulatoriali. 

L'uso del test HPV su campioni di auto-prelievo (tampone vaginale o campione di urina), 

un campione non invasivo e facile da raccogliere, potrebbe essere più attraente per le 

donne perché non necessita una visita medica, nonché le implicazioni socio-culturali e 

religiose. Il campione di urine o il tampone vaginale per la ricerca di HPV potrebbe inoltre 

essere utile per l’arruolamento ai programmi di screening delle donne in gravidanza, come 

recentemente indicato dalle linee guida nazionali (GISCi). 

Tuttavia, è fondamentale dimostrare l’accuratezza del risultato dell’HPV Test su 

campioni ottenuti tramite auto-prelievo. Il protocollo VALHUDES (59), recentemente 

condotto a livello internazionale per la validazione dei test HPV  eseguiti su tamponi in 

auto-prelievi e su campioni di urina rispetto a quelli condotti su campioni prelevati da 

personale specializzato, ha dato riscontri altamente positivi su tali metodiche alternative 

di prelievo. 

Sulla base di tali premesse, la presente tesi di Dottorato di Ricerca riporta i risultati più 

significativi ottenuti nel triennio formativo.  
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In particolare, la prima parte della presente tesi ha focalizzato l’attenzione sulla 

validazione clinica di nuove modalità di prelievo e trasporto dei campioni clinici, volti a 

migliorare i programmi di screening per la prevenzione del carcinoma cervicale,. 

Nello specifico, ci siamo occupati di valutare l’accettabilità e l’accuratezza dell’HPV 

Test eseguito su differenti sistemi di auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®, HerSwab™, 

Evalyn®Brush) rispetto all’HPV Test eseguito su campione cervicale (gold standard).  

I risultati dello studio, hanno dimostrato una “ottima” concordanza (k = 0,95) nel 

rilevamento della positività per HR-HPV, utilizzando il test commerciale 

AnyplexHPV28, tra auto-prelievo vaginale (FLOQSwabs®) e tampone cervicale 

effettuato dal clinico; “ottima” concordanza, seppur con valori leggermente inferiori (k 

=0,90), nella comparazione tra auto-prelievo vaginale (HerSwab™) e tampone cervicale. 

La percentuale di positività al momento dell’arruolamento, ha mostrato che il 60%  

(12/20) delle donne presentava un’infezione da HR-HPV, per quanto riguarda il 

tampone cervicale, il 65% (13/20) ha evidenziato una positività con l’utilizzo del 

tampone di auto-prelievo vaginale FLOQSwabs® ,e una positività  da HR-HPV del 60% 

(12/20) al prelievo con il tampone HerSwab™. I genotipi HR-HPV maggiormente 

rilevati sono stati: HPV16, HPV31, HPV51, HPV56. 

 

Prendendo in analisi il secondo gruppo di devices di auto-prelievo messi a confronto,  

abbiamo riscontrato anche in questo caso, un’ottima” concordanza (k = 0,95) tra il 

campione cervicale e i campioni di auto-prelievo vaginale FLOQSwabs®, e un’ “ottima” 

concordanza (k = 0,80) tra il campione cervicale e il tampone di auto-prelievo vaginale 

Evalyn®Brush. 

Dai risultati ottenuti dall’analisi con il kit Anyplex™ II HPV28 Detection, abbiamo  

rilevato una positività ad HR-HPV del 55% (11/20), per quanto riguarda il tampone 

cervicale, il 50% (10/20) ha evidenziato una positività con l’utilizzo del tampone di 

auto-prelievo vaginale FLOQSwabs® e una positività da HR-HPV del 55% (11/20) al 

prelievo con il tampone Evalyn®Brush. 

In questo caso, i genotipi HR-HPV, maggiormente riscontrati sono stati: HPV16, 

HPV35, HPV51, HPV56, in tutte e tre le tipologie di campione.  

I genotipi più frequentemente riscontrati in tutte e tre le tipologie di auto-prelievo in 

confronto con il gold standard, sono stati l’ HPV16, 31,35, 51 e 56, in accordo anche 
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con i recenti studi già pubblicati dal laboratorio di Microbiologia e Virologia Clinica 

dell’Università degli Studi di Milano-Bicocca (91,92) e confermati da precedenti 

osservazioni da parte del gruppo di ricerca della Sezione di Igiene del Dipartimento di 

Scienze Mediche, Chirurgiche e Sperimentali che avevano evidenziato come l’ HPV 16 

e HPV 51 siano tra i più frequenti, tanto da rappresentare una peculiarità epidemiologica 

della popolazione del Nord Sardegna (93). 

L’elevata prevalenza dell’HPV16 è in linea con la sua diffusione a livello mondiale, non 

solo tra la popolazione femminile ma anche in quella maschile (94,95).  

 

Per quanto concerne la ricerca dei principali patogeni responsabili di malattie 

sessualmente trasmissibili (STIs), la percentuale di positività, per almeno uno dei 

microrganismi ricercati, rilevata è stata del: 35% (7/20) , 40% (8/20), 45% (9/20), 

rispettivamente per il tampone cervicale, FLOQSwabs® e HerSwab™. 

Applicando ai risultati ottenuti il test di  concordanza (K di Cohen) per la ricerca dei 

principali patogeni responsabili delle malattie sessualmente trasmesse (STIs), abbiamo 

ottenuto un’ottima” concordanza (k =0,90), tra auto-prelievo vaginale (FloqSwab) e 

tampone cervicale effettuato dal clinico; e un’ottima” concordanza (k =0,90) tra auto-

prelievo vaginale (Herswab) e tampone cervicale. I patogeni rilevati in maggior misura 

sono stati Ureaplasma parvum e Mycoplasma hominis in tutte e tre le tipologie di 

campioni. 

I dati ottenuti, riguardanti il secondo gruppo di devices impiegati, per la ricerca dei 

principali patogeni responsabili delle malattie sessualmente trasmesse (STIs), hanno 

mostrato una ”ottima” concordanza (k = 0,90) sia nel confronto tra il campione 

cervicale e l’auto-prelievo vaginale FLOQSwabs®, che con l’ulteriore auto-prelievo 

vaginale Evalyn®Brush.  

Le percentuali di positività riscontrate sono  state del: 35% (7/20), 45% (9/20), 45% 

(9/20), rispettivamente per il tampone cervicale, il tampone di auto-prelievo 

FLOQSwabs® e il tampone Evalyn®Brush.  

Il patogeno principalmente rilevato è stato rappresentato dall’ Ureaplasma parvum,UP, in 

tutte e tre le tipologie di campioni. 

Tra i principali patogeni responsabili di malattie sessualmente trasmissibili, abbiamo 

ottenuto un’elevata prevalenza dell’Ureaplasma parvum, come dimostrazione data da 
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diversi studi precedentemente pubblicati che hanno riportato una percentuale molto 

elevata di Ureaplasma spp. di infezione nel tratto genitale femminile. 

Sebbene nella popolazione studiata non sia stata riscontrata un'associazione  

significativa tra le coinfezioni da hrHPV e altre malattie sessualmente trasmissibili, 

l’elevata prevalenza di malattie sessualmente trasmissibili riscontrate nelle donne 

positive all'hrHPV, a maggior rischio di sviluppare lesione precancerose, sottolineano la 

necessità di estendere nell’ambito dello screening organizzato anche la ricerca di tali 

patogeni che potrebbero favorire il decorso della lesione cervicali sostenuta dall’HPV in 

senso neoplastico.  (92). 

 

Per valutare il grado di accettabilità da parte delle pazienti sull’utilizzo dei dispositivi di 

auto-prelievo, nel complesso, per tutti e tre i dispositivi, sono stati esaminati i 

questionari di gradimento, riscontrando, in generale, un buon grado di soddisfazione. La 

quasi totalità delle pazienti ha giudicato semplici le operazioni di estrazione del 

tampone dalla custodia, il suo inserimento nella vagina e la rotazione per eseguire il 

prelievo (i giudizi riguardanti questi aspetti sono tutti collocati nelle categorie “molto 

facile” o “facile”).  Soltanto una piccola percentuale delle pazienti  (10%), ha riferito 

perdita di sangue durante il prelievo, effettuato con il tampone vaginale HerSwab™. 

Le istruzioni fornite per l’esecuzione dell’auto-prelievo sono state giudicate chiare e 

comprensibili dalla totalità delle pazienti e l’intera procedura è stata giudicata facile con 

parere unanime. Complessivamente, la quasi totalità delle donne screenate ha dichiarato 

preferire l’utilizzo dei sistemi di auto-prelievo rispetto al prelievo classico effettuato 

dallo specialista, con una predilezione di dispositivo rivolta al tampone di auto-prelievo 

FLOQSwabs®. 

Per quanto concerne i risultati riguardanti la seconda parte del progetto, inerente lo 

sviluppo di nuovi dispositivi diagnostici per l’analisi e l’identificazione quali-

quantitativa dei principali HR-HPVs, nel corso del mio triennio formativo, ho 

contribuito a sviluppare e testare su campioni biologici il prototipo del kit diagnostico 

molecolare OncoPredict, sviluppato dalla Ditta Hiantis. 

Negli ultimi anni, la carica virale genotipo specifica di HPV per HR è stata proposta 

come marcatore surrogato dell’evoluzione dell’infezione da HPV; tuttavia,la letteratura 
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sulla correlazione tra carica virale e gravità della lesione è controversa, probabilmente a 

causa dell'assenza di metodi quantitativi standardizzati e validati a livello internazionale. 

Alcuni di questi sottolineano come la carica virale sia maggiore,in maniera 

statisticamente significativa, tra coloro le quali hanno lesioni e chi no (78; 79), senza 

peraltro correlarla ai vari gradi di lesione. Altri studi, invece, in maniera più specifica 

hanno evidenziato come la carica aumenti in misura direttamente proporzionale 

all’aumentare della lesione citologica (74;80; 81), non associandola però all’eventuale 

lesione istologica. 

Altri ancora hanno focalizzato l’attenzione solo sulle lesioni istologiche, affermando 

che la carica aumenti in maniera significativa solo nei carcinomi (82) o nelle lesioni di 

alto grado CIN2+ (72).  A tale proposito, uno dei principali aspetti ancora da chiarire è 

rappresentato dalla necessità di normalizzare il VL con la cellularità del campione (73; 

72; 79; 83).  

La normalizzazione della carica con un gene umano, per standardizzare le variazioni 

dovute alla cellularità del campione, è importante per un’accurata interpretazione 

dell’associazione tra carica e lesione (76), permettendo di calcolare la reale carica virale 

ed eliminando eventuali fluttuazioni dovute alle variazioni nel numero di cellule tra 

campioni diversi e tra intervalli di tempo diversi per campioni dello stesso paziente 

Nella presente tesi è stato saggiato un nuovo kit molecolare HPV OncoPredict, 

rappresentato dalle due diverse linee di test: Screening e Typing, con i moduli  SCR 

(screening) e QT 1/4 (che permette di rilevare tutti i genotipi HPV oncogenici) in 

campioni biologici e confrontato i risultati con quelli ottenuti utilizzando il kit 

commerciale marcato CE-IVD (Anyplex™ II HPV28-Seegene). I risultati hanno 

mostrato un ottimo accordo di positività tra i due sistemi diagnostici. 

 

La valutazione comparativa dei risultati ottenuti tra i moduli OncoPredic-SCR e 

OncoPredict-QT 1/4 ha evidenziato un accordo di livello ottimale confermando come 

positivi (ed identificando anche lo specifico genotipo) i campioni già risultati positivi 

nel primo step (SCR). 

Il modulo OncoPredict-SCR della prima linea di test ha consentito la selezione positiva 

dei campioni di HPV. Le percentuali totali di positività sono state del 65,1%, del 68,7% 

e del 66,3% rispettivamente per i campioni CCC e SV per FVU.  
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Analizzando la carica virale, il confronto tra i campioni prelevati con metodologia di 

auto-prelievo rispetto al gold standard (CCC) ha mostrato alcune differenze. In 

particolare, si è evidenziata discordanza nei valori di VL nel gold standard rispetto ai 

devices di auto-prelievo sia vaginale che di urina, aspetto verosimilmente determinato 

dalla presenza di cariche virali relativamente bassa. 

In generale, le cariche virali genotipo specifiche nelle tre tipologie di campione 

mostrano un profilo molto simile, suggerendo che potrebbe essere possibile estendere la 

valutazione della carica virale, come nuovo biomarker, anche per ulteriori studi 

sull'auto- prelievo, indicando la necessità di utilizzare dei cut-off clinici differenti sia in 

base al genotipo virale che alla tipologia di campione. 

 

Il genotipo HPV e la carica virale sono entrambi considerati utili biomarker, 

indipendenti. OncoPredict Kit, consente la combinazione di queste due determinazioni, 

rendendo possibile la valutazione della carica virale genotipo specifica. 

 

 

 

6. CONSIDERAZIONI 

 

 
Il Piano Nazionale di Prevenzione 2014-2018 aveva dato indicazione a tutte le regioni di 

introdurre, entro il 2018, il test HPV nelle procedure di screening cervicale quale metodica 

di primo livello in sostituzione della citologia convenzionale. Il test HPV, eseguito con test 

molecolari clinicamente validati e periodicamente aggiornati, è caratterizzato da consistenti 

evidenze scientifiche che ne evidenziano affidabilità e selettività. Tuttavia, solo in alcune 

Regione è attualmente adottato come metodica di primo livello nello screening per la 

prevenzione del cervico-carcinoma. 

Nella gran parte del territorio nazionale sta progressivamente e gradualmente sostituendo il 

Pap-test oppure è già utilizzato come criterio di triage nei casi di anomalie citologiche di 

basso livello. 

Tuttavia, a parte la metodologia utilizzata, uno dei maggiori ostacoli nella realizzazione di 

efficienti programmi di prevenzione, è dato dall’assicurare una regolare partecipazione 

delle donne appartenenti alla fascia di età a maggior rischio (25 – 65 anni). L’obiettivo è 

quello di ridurre progressivamente il numero di donne che, adducendo differenti 
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motivazioni, non partecipa ai programmi di screening oppure aderisce soltanto 

occasionalmente. 

Le principali cause per la mancata partecipazione sono attribuibili al difetto di 

informazione (“Penso di non averne bisogno”, “Nessuno me lo ha consigliato”), la scarsa 

predisposizione d’animo (“Pigrizia”) e la ridotta disponibilità di tempo (“Non ho avuto 

tempo” 10.9). Le quattro cause elencate potrebbero beneficiare della possibilità di aderire 

ai programmi di prevenzione attraverso dispositivi di auto-prelievo. Se a queste due ultime 

cause si aggiungono le quote determinate dal senso d’imbarazzo e dai timori, il possibile 

beneficio dell’auto-prelievo si accresce ulteriormente. 

Ulteriore vantaggio è rappresentato dal possibile utilizzo dei sistemi di auto-prelievo nei 

confronti della popolazione femminile migrante in Italia. Aspetto particolarmente 

importante poiché il grande impatto dell’immigrazione verificatosi nell’ultimo decennio ha 

modificato i tratti della popolazione femminile italiana interessata dai programmi di 

prevenzione oncologica, introducendo variabili determinate da molteplici fattori culturali e 

dal differente grado di integrazione. I mutamenti che hanno accompagnato l’evolversi della 

situazione internazionale, hanno visto un progressivo incremento della presenza femminile 

all’interno dei flussi migratori, sino a raggiungere valori superiori al 50% degli immigrati 

presenti in Italia. Attualmente, si stima che le donne di origine straniera, appartenenti alla 

fascia d’età interessata dai programmi di screening cervicale, siano in Italia circa 1.450.000, 

valore che corrisponde a circa il 10% della popolazione femminile potenziale bersaglio di 

patologie neoplastiche cervicali. Il rilievo di queste evidenze, ha suggerito l’avvio di studi 

ed indagini volte a determinare quale sia il livello di coinvolgimento e di partecipazione 

allo screening nella popolazione femminile immigrata in Italia. 

Uno di questi studi, basato sull’analisi trasversale dei dati raccolti dalle Indagini 

Multiscopo “Salute e ricorso ai servizi sanitari” 2005 e 2013 condotte dall’Istat, ha messo a 

confronto l’andamento della copertura di screening oncologico nelle donne italiane e nelle 

donne immigrate residenti in Italia (il criterio di riferimento prescelto, ha preso in 

considerazione donne con cittadinanza straniera e residenza in Italia). La sezione dello 

studio dedicata alle neoplasie cervicali, ha preso in esame i dati relativi a 32831 donne fra i 

25 e i 64 anni. L’esame statistico dei dati disponibili ha valutato il livello di associazione 

fra un indicatore di efficacia della copertura (percentuale di donne che ha eseguito almeno 

un Pap test in assenza di sintomi nei tre anni precedenti l’intervista) in relazione ad alcuni 

fattori demografici, socioeconomici, abitudini di vita e possibilità di accedere ai servizi 



 

91 
Illari Sechi  

Implementazione di nuove strategie diagnostiche per la prevenzione del cervico-carcinoma 

Tesi di Dottorato in Scienze Biomediche.Università degli Studi di Sassari 

sanitari. In sintesi, pur avendo osservato un miglioramento ponendo a confronto la 

situazione rilevata nel 2003 e la successiva indagine del 2015, lo studio ha evidenziato una 

condizione sfavorevole nell’accesso alla prevenzione oncologica delle donne immigrate, 

con una situazione eterogenea rispetto all’intero territorio nazionale 

Le molteplici differenze culturali presenti fra le diverse etnie, i singoli costumi sociali, 

alcune motivazioni di ordine religioso, una spesso non agevole comprensione della lingua, 

rappresentano un insieme di cause che contribuisce a ridurre la partecipazione alle 

iniziative proposte in ambito preventivo.  

L’introduzione di metodiche innovative di auto-prelievo, semplici da eseguire ed 

applicabili al proprio domicilio, offre una valida soluzione in grado di favorire il livello di 

adesione delle donne immigrate allo screening preventivo, aiutandole a superare in maniera 

semplice e discreta i possibili ostacoli legati alla propria cultura di origine. 

In conclusione, in quasi tutti i contesti in cui è stato sperimentato, l’auto-prelievo è 

risultato efficace nell’aumentare la partecipazione, migliorando la copertura da test. 

Oltre all’accettabilità della tecnologia da parte delle donne, anche quelle di solito difficili 

da raggiungere, altri elementi lo rendono un’alternativa valida: l’accuratezza clinica è 

simile a quella del test HPV su prelievi eseguiti da un operatore, rapporto costo–efficacia 

sostenibile con costi del dispositivo contenuti (sotto €1,20) e che la partecipazione delle 

donne che non abbiano eseguito di recente lo screening sia superiore al 30%. 

Per quanto riguarda i protocolli di gestione delle donne positive al test, deve essere valutata 

la scelta di inviarle direttamente in colposcopia, oppure introdurre un test di triage, 

decisioni che dovranno essere prese in base alle condizioni organizzative locali.  

Da ultimo, nell’ottica di migliorare l’efficacia della tecnologia, la ricerca scientifica dovrà 

tendere all’identificazione di test di triage che possano essere effettuati direttamente sul 

materiale raccolto tramite auto-prelievo.   

 

In questo scenario, con lo scopo di individuare nuove modalità diagnostiche innovative, 

nel migliorare i programmi di screening per la prevenzione del carcinoma cervicale. Al 

fine di favorire di conseguenza  la loro l’adesione, si inserisce la progettazione e lo 

sviluppo di un nuovo dispositivo diagnostico per l’analisi e l’identificazione quali-

quantitativa dei principali HR-HPVs.   

Il kit OncoPredict è un saggio in vitro in Real-Time PCR, inserito all’ interno di un 

progetto più ampio (HORIZON 2020 SME Instrument Project, SME Instrument Grant 
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GA 806551), sensibile, specifico e riproducibile; il suo obiettivo primario consiste nella 

valutazione delle performance in termini di sensibilità e specificità clinica sia dei 

campioni prelevati dal clinico che di auto-prelievo vaginale e di urina, nell’ambito dei 

programmi di screening e ai test di triage. Il kit offre la possibilità di caratterizzare la 

prevalenza e la carica virale genotipo-specifica degli HPV circolanti, al fine di ottenere 

il miglioramento della routine diagnostica dell’HPV.  

     

In questi anni di Dottorato, grazie all’Università di Sassari, attraverso la borsa PON dei 

Dottorati di Ricerca a caratterizzazione industriale, ho potuto arricchire il mio bagaglio 

sia professionale che personale. Sono entrata in contatto con la realtà aziendale, un 

mondo interamente diverso, rispetto a quello conosciuto da tutti gli studenti universitari, 

una realtà dura ma altamente costruttiva. 

 

Ringrazio tutti i partners con cui ho potuto collaborare nel corso di questi tre lunghi e 

intensi anni: dalla ditta Copan (Brescia); ditta GeneFirst (Abingdon, Oxford,UK); ditta 

Hiantis (Brescia) e dalla collaborazione del Dipartimento di Chirurgia e Medicina 

Interdisciplinare dell’Università Milano-Bicocca (Monza). 

In ordine temporale di collaborazione posso dire grazie a tutto il gruppo del 

Dipartimento di Chirurgia e Medicina Interdisciplinare dell’Università Milano-Bicocca, 

alla ditta Copan, in particolare la mia tutor aziendale, la Dott.ssa Santina Castricciano, 

attraverso le loro esperienze e i loro progetti, sono entrata per la prima volta in contatto 

con le nuove strategie diagnostiche volte ad aumentare l’adesione delle donne ai 

programmi di screening.  

La collaborazione con gli altri due partner progettuali, GeneFirst (Abingdon, Oxford, 

UK) e Hiantis (Brescia, Italia), ha permesso di poter relazionarmi con  l’Estero e poter 

contribuire allo sviluppo di un nuovo prototipo di kit inserito all’ interno di un progetto 

più ampio (HORIZON 2020 SME Instrument Project, SME Instrument Grant GA 

806551) per migliorare la diagnosi precoce valutando nuovi biomarker di progressione, 

quali la carica virale. 
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