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 Dal Pap-test all'HPV-DNA test  

 
 

 
Su base mondiale, il cancro della cervice uterina è la seconda forma più diffusa di neoplasia maligna 
tra le donne e colpisce circa 500.000 soggetti l’anno. In Italia, si registrano circa 3000 - 3400 nuovi casi 
di cancro della cervice uterina l’anno. Si tratta del tumore più importante, tra quelli che colpiscono le 
donne, dopo quello del colon, della mammella, del polmone e del corpo dell’utero. 
 
E’ oramai accertato scientificamente che il cancro della cervice è causato da un virus chiamato 
Papillomavirus Umano, o HPV (Human Papilloma Virus).  
L'HPV è un virus comune che infetta la pelle e le mucose e se ne conoscono numerose varianti, circa 
150, una buona parte delle quali (circa 30) risulta sessualmente trasmissibile: tra queste, la variante 16 e 
la 18 sono responsabili di oltre il 70% dei casi di cervicocarcinoma. 
Nella pratica clinica si parla generalmente di varianti a “basso rischio” (circa 12 sottotipi di HPV) 
responsabili della insorgenza dei cosiddetti condilomi; e varianti ad “alto rischio” (circa 15 altri 
sottotitpi virali di HPV)  che possono indurre il cancro alla cervice uterina. 
 

Evoluzione del cancro della cervice: dall’infezione HPV allo sviluppo del cancro 
 

 
Si stima che l'80 per cento delle donne (e il 50 per cento della popolazione sessualmente attiva) 
contragga uno o più tipi di HPV nel corso della propria vita. 
 
L’introduzione del PAP-test ha contribuito a ridurre il numero di casi in modo significativo ed è opinione 
comune, in ambito scientifico, che l’incidenza del cancro alla cervice potrebbe essere ulteriormente 
ridotta con l’utilizzo di nuovi vaccini unitamente alla prassi continuativa dello striscio cervicale e del 
“DNAtest HPV”. 
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L’obiettivo della presente relazione è illustrare l’efficacia dell’applicazione di una nuova strategia di 
screening, basata sul test HPV-DNA HC2 (Hybrid Capture 2) come test di screening primario, in termini 
di accettabilità di un test molecolare di ricerca dell'infezione, di nuovi modelli organizzativi e di costi.  
 
Fino a poco tempo fa l'unico metodo di screening era il Pap-test, esame citologico su striscio che 
consente di identificare le lesioni precancerose e di intervenire prima che evolvano in carcinoma 
conclamato. Consiste nella raccolta di cellule dalla mucosa della cervice uterina che vengono poi 
strisciate su un vetrino e analizzate al microscopio. Viene raccomandato a tutte le donne a partire dai 25 
anni di età, con cadenza regolare fino all’età di 65 anni. 
 
Negli ultimi 50 anni il Pap-test ha consentito una riduzione del 50% dell'incidenza e della mortalità del 
tumore del collo dell'utero, evidenziando una sensibilità di circa il 50% nella identificazione delle lesioni 

lesioni preinvasive di grado elevato o di cervico-carcinoma invasivo (CIN2 o +)¹  
 
La presenza di numerosi e importanti punti deboli di questa metodica (bassa copertura, ridotta sensibilità 
e quindi elevata incidenza di falsi negativi, ecc.) ha diretto l’attenzione dei ricercatori verso nuovi 
marcatori biomolecolari che dimostrassero una sensibilità e una specificità più elevate associate ad una 
standardizzazione affidabile. 
 
Così è stato formulato il test HPV-DNA HC2 (Hybrid Capture 2) in grado di rilevare il DNA virale e che 
permette di individuare, con grande anticipo rispetto al Pap-test, le anomalie cellulari precancerose  
 
Il Test HC2 utilizza una tecnologia molecolare avanzata (Digene - QIAGEN Hybrid Capture® 2), 
marcata CE e approvata dalla Food and Drug Administration (FDA) 
 
Si tratta di un test di ibridazione molecolare in micropiastra con un cocktail di sonde che identifica due 
gruppi di genotipi rispettivamente definiti a basso rischio 6,11,42,43,44 e a rischio intermedio-alto 
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59. 
La rivelazione del segnale avviene mediante chemiluminescenza e, sulle donne risultate positive, si 
effettua l’identificazione dei genotipi ad alto rischio mediante sequenziamento, analisi di restrizione o 
ibridazione con sonde specifiche. 
 
Quali sono i vantaggi di questa metodica rispetto al PAP Test? 
 

- maggiore sensibilità rispetto al Pap-test; il test HC2, usato da solo nei programmi di 
screening del cervico-carcinoma, è più sensibile rispetto alla citologia nell’identificare le 
lesioni di alto grado (CIN2 o +), 

- possibilità di allungare l'intervallo tra un esame e l'altro da tre a cinque-sei anni, 
- risultati clinico-patologici oggettivi, scevri dalla soggettività dell’operatore e correlati alla 

oggettività del metodo di analisi. 
- In ambito epidemiologico, la tipizzazione di HPV è un test utile per valutare l’efficacia del 

vaccino anti-HPV. 
 
È stato ampiamente dimostrato che l’utilizzo del test HPV associato al Pap-test aumenta la capacità di 

individuare le donne a rischio rispetto a quanto è possibile ottenere con l’utilizzo della sola metodica del 

PAP TEST.  

Letteratura 

Gli ultimi suti presenti in letteratura dimostrano che questo assunto è stato ulteriormente amplificato 

dall'uso combinato della metodica HC2 associata al Pap-test, consentendo, in questo modo, di 

identificare fino al  95-100% delle patologie cervicali in situ o invasive (CIN 2, CIN 3 o Carcinoma). 
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In particolare, i dati dello studio italiano condotto dal gruppo NTCC (New Technologies for Cervical 

Cancer Screening Working Group), che ha coinvolto circa 100 mila donne italiane tra i 25 e i 60 anni, 

hanno evidenziato che il test HC2 aumenta notevolmente, rispetto al solo Pap-test, la sensibilità 

nell'individuare lesioni cervicali di alto grado. Lo studio ha valutato rischi e benefici di un eventuale 

passaggio dal semplice esame citologico, l'attuale Pap-test, a nuovi programmi di screening che 

accrescano l'efficacia della prevenzione.  

Le due fasi del trial randomizzato hanno dimostrato un numero significativamente inferiore di casi di 

tumore nel gruppo di donne sottoposto al  test HC2, rispetto al gruppo che ha utilizzato il solo Pap-test, 

nei due round di screening, indicando che la procedura basata sul test HC2 è più efficace della sola  

citologia nel prevenire il cancro cervicale.  

Gli autori dello studio hanno concluso tale risultato è da attribuire al più precoce rilevamento delle lesioni 

della cervice uterina che permettono così un migliore e più efficace trattamento delle precancerosi e del 

cancro invasivo.  

 

In un altro importante studio sul triage dell’ASCUS, si è dimostrato che il test HC2 ha una accuratezza 

migliore rispetto alla ripetizione dell’esame citologico. La sensibilità e specificità complessiva del test 

HC2 erano del 84.4% e 72.9%, rispettivamente, VS 81.8% e 57.6% del Pap-test. 

Nel caso del triage per LSIL, la sensibilità del Pap-test si riduceva al 45.7% mentre la specificità 

aumentava al 89.1%²  

 

Il confronto diretto tra Pap-test e test HPV (utilizzando il kit HC2) usati da soli nel programma di 

screening del cervico-carcinoma è stato effettuato in un trial randomizzato canadese, in cui sono state 

arruolate 10.154 donne di età compresa tra 30 e 69. Le donne sono state sottoposte ad entrambi i test, 

ma solo uno era considerato ai fini dello studio. Nel caso in cui  test avessero dato un risultato positivo, 

veniva eseguita la colposcopia con biopsia cervicale. La colposcopia veniva eseguita anche in un 

campione casuale di donne con test negativi (casi controllo). Questo studio ha dimostrato che la 

sensibilità del test HPV nell’identificare il CIN2 o il CIN3 era del 94,6% (95% CI, 84,2-100), 

significativamente superiore (con una differenza del 39.2%) rispetto a quella del Pap-test, che era del 

55,4% (95% CI, 33,6-77,2). La specificità del test HPV era del 94,1% (95% CI, 93,4-94,8), inferiore 

soltanto del 2,7% rispetto a quella del Pap test (96,8%; 95% CI, 96,3-97,3).  

Quando i due test erano considerati insieme, la sensibilità era del 100% e la specificità del 92,5%. 

  

In sintesi, i risultati di questo studio dimostrano che il test HC2, usato da solo come test di 

screening, è nettamente più sensibile rispetto al Pap-test nell’identificare le lesioni precancerose 

cervicali³  
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Validità di HPV DNA test per lesioni CIN2+ in citologia ASC-US 
 

 

SENSIBILITA’ 91% 

SPECIFICITA’ 64% 

VPP 12,4% 

VPN 99,2% 

 
 
L’introduzione del test HPV come test di screening primario impone un importante cambiamento 
rispetto al sistema di screening basato sulla citologia. 

Infatti, mentre prima si ricorreva al test per la determinazione HPV solamente dopo aver esaminato il 

PAP Test e aver riscontrato delle anomalie in esso, l’orientamento attuale è quello di utilizzare il test HC2 

come primo esame di screening (esame di primo livello) e di ricorrere alla citologia solamente in un 

secondo momento. 

Il triage che è in atto in fase di definizione dovrebbe infatti prevedere: 

 

Dallo schema si evince che il ruolo centrale nella discriminazione della patologia cervicale viene 
svolto proprio dal test HC2 e che il PAP Test assurge ad esame di secondo livello proprio per la 
specificità intrinseca che lo contraddistingue rispetto al test HC2: 
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 se il test risulta positivo, la donna viene inviata immediatamente a colposcopia; 
 

 se la citologia da esito negativo, la donna viene invitata ad eseguire un nuovo test HPV a 
distanza di un anno. 

 

 nel caso in cui questo ulteriore test dovesse essere ancora positivo, la donna verrà inviata 
a colposcopia; 
 

 in caso negativo, la donna sarà indirizzata ad un nuovo round di screening entro gli 
intervalli previsti (5 anni invece dei 3 anni attualmente previsti) 
 

Quanto fin ora descritto rientra nell’obiettivo più ampio e sicuramente più ambito di aumentare la 

protezione della donna, la sua compliance allo screening e di superare l’uso improprio del Pap-test con 

la ripetizione dello stesso ad intervalli più brevi di quelli raccomandati.  

E’ in questa ottica che bisogna leggere i continui sviluppi che si concretizzano nell’ambito della 

prevenzione del carcinoma del collo dell’utero, con la messa a punto di nuovi test che sono a 

disposizione del ginecologo per identificare la classe di rischio cui la donna che si sottopone a screening 

appartiene e  poter valutare, quindi, quale sia la strategia migliore di prevenzione del caso. 

Tendendo conto che la maggior parte delle infezioni da HPV è transitoria e che solo l’HPV che esprime 
attivamente le proteine oncogeniche (denominate E6 ed E7) può indurre il carcinoma della cervice,  
si sono implementate nuove metodiche atte a ricercare eventuali marcatori biomolecolari che 
consentissero di documentare l’attivazione delle suddette proteine oncogeniche, quale passo obbligato 
verso la mutazione della cellula ospite nella direzione dello sviluppo della neoplasia  
 
Le ricerche condotte in questa direzione hanno permesso quindi di identificare un nuovo biomarcatore, la 
proteina p16 (p16INK4a chinasi ciclinodipendente) che viene iperespresso nelle cellule cervicali 
displastiche con infezione virale nelle quali si è determinata una attiva espressione dell’oncogene virale 
E7.  
 
Pertanto, una maggiore espressione della proteina p16INK4a può oggi rappresentare un utile 
biomarcatore per identificare le cellule epiteliali con espressione attivata degli oncogeni virali. 
 
Il ruolo della p16INK4a e del Ki67 nel cancro cervicale: 
 
Un`infezione cronica da HR-HPV col tempo può 
determinare la distruzione del complesso proteico 
funzionale pRB-E2F. Una delle proteine espresse 
dal virus all`interno della cellula è la proteina 
oncogena E7. La principale attività oncogena di 
E7 è di impedire la funzione di pRB. In questo 
modo la pRB non si lega al fattore di trascrizione 
E2F, determinando la trascrizione di geni che 
promuovono la proliferazione cellulare. Solo nel 
trasformare infezioni da HPV in cui è stato avviato 
il processo oncogeno, i livelli di proteina E7 sono 
generalmente elevati nelle cellule replicazione-
competenti. Quindi una aumentata espressione 
della p16 può 
 rappresentare un utile marcatore per evidenziare 
cellule trasformate dall' HPV. 
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Un altro marcatore impiegato nello studio delle lesioni cervicali HPV dipendenti è la proteina Ki67, 
espressa a livello nucleare in cellule in attiva proliferazione e viene impiegata per valutare il grado di  
proliferazione cellulare. 
 
La presenza immunoistochimica della p16 e del Ki67, indica, da un lato, la presenza di alterazioni 
epiteliali indotte dal meccanismo oncogenetico dell’HPV, dall’altro, zone ad alto indice di  proliferazione. 
 

Applicando la combinazione di p16-Ki-67 sulla stessa cellula, otteniamo quindi che la duplice rilevazione 

funge da indicatore della compromissione del ciclo cellulare indotta dalla trasformazione oncogenica da 

HPV ad alto rischio, fornendo criteri obiettivi per identificare le donne che più verosimilmente sono 

portatrici di lesioni a rischio evolutivo. 

 
Questi marcatori non sono solamente utili per formulare o confermare diagnosi istologiche che altrimenti, 
in certi casi, rimarrebbero dubbie, ma offrono ulteriori informazioni sulle lesioni epiteliali e quindi 
risulterebbero in grado di predire la progressione delle lesioni preneoplastiche consentendo di seguire il 
follow-up delle pazienti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Esempio di cellula epiteliale infetta: La colorazione cellulare marrone indica  

iperespressione della p16; La colorazione nucleare rossa indica espressione del Ki-67 

 

Caratteristiche del metodo di Screening HPV-p16-Ki64 

•Altamente sensibile e specifico 

•Determinazione di un ampio spettro di HPV HR 

•Minime quantità di campione (prelevato in maniera non invasiva) 

•Alta riproducibilità intra/interlaboratorio 

•Possibilità di eseguire molti test sullo stesso campione 

•Semiautomatico o interamente automatico 
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Qual è la differenza tra il test HPV e il tradizionale Pap-test per le donne? 

Per la donna non c’è alcuna differenza, in quanto il test HPV HC2 viene effettuato sullo stesso campione 

di cellule utilizzato per il Pap-test dove si rileva la presenza di tipi ad alto rischio di Papilloma virus e ne 

individua la presenza ancora prima che questo provochi le anomalie cellulari visibili al Pap-test. 

 

Come si effettua il test HC2? 
Il test HPV HC2 si effettua, come il Pap-test, prelevando un campione di cellule del collo dell’utero con 
uno spazzolino (Cervical Sampler). Il campione viene immerso in un liquido di conservazione e viene 
inviato in laboratorio per essere analizzato con la tecnologia molecolare HC2. 
 
Intervallo di screening? 
Nell’ambito di programmi organizzati di popolazione dopo un test HC2 primario negativo deve essere di 
almeno 5 anni. Ci sono prove che il rischio di CIN di alto grado fino a 5 anni dopo un test HC2 negativo 
è inferiore a quello fino a 3 anni dopo una citologia normale; la probabilità di colposcopie e trattamenti 
inutili sarebbero, invece, plausibilmente rilevanti con intervalli triennali dopo test HC2 negativo.  
 
Costo e Valutazione Economica 

Applicando il protocollo alla situazione italiana, si stima che i costi complessivi dello screening basato sul 
test HC2 siano inferiori a quelli di uno screening citologico convenzionale con gli attuali intervalli, anche 
se il costo per singolo round di screening risulta superiore. 
Risparmio di colposcopie nel triages dell’ASC-US con HPV DNA test    - 61% 
 
Stima del costo delle singole operazioni 
Il costo di un round di screening con citologia è stato calcolato assumendo il protocollo semplificato 
riportato nella figura 3.1

4 
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    Costo dello screening con test HC2 
Il protocollo che prevede l’utilizzo dell’HPV è assai diverso da quanto illustrato nel paragrafo 
precedente figura 3.2

4 

  

 
ANALISI COMPARATA DELLE DUE MODALITA’ DI SCREENING 
 
Dal confronto degli scenari, emerge un costo per round di screening con test HPV superiore a quello con 
citologia. Va però ricordato che, sulla base dell’evidenza scientifica si consiglia di effettuare screening 
con HPV a partire dai 35 anni circa con cadenza quinquennale. 
Quindi è ipotizzabile che una donna si sottoponga a tre round di screening tramite Pap-test dai 25 ai 34 
anni, seguiti da 7 round con test HPV fino ai 64 anni .Nello screening tradizionale, ai 3 Pap-test effettuati 
nell’età 25-34 anni, seguirebbero 11 round nell’età 34-64 anni. Tabella 2

4 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Tabella 2 . Costo dello screening senza trattamento in euro 
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Nel periodo di screening tra i 34 e i 64 anni, l’utilizzo del test per la ricerca dell’HPV consentirebbe un 
risparmio complessivo del 22% rispetto all’attuale protocollo. Si otterrebbe infatti un costo complessivo di 
284 euro (senza considerare il costo dei trattamenti), contro 366 euro con l’utilizzo del Pap-test. 
 
Includendo i trattamenti delle CIN di alto grado, si otterrebbe un costo complessivo per lo screening di 
donne tra i 34 e i 64 anni di 338 euro con il test dell’HPV e di 423 euro con l’utilizzo del Pap-test. 
Tabella 3

4 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabella 3. Costo dello screening trattamento incluso in euro 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      NB: Le celle vuote corrispondono a casi in cui non c’è differenza tra il valore limite e quello di riferimento. 
 
Tabella 4. Costo per donna sottoposta a screening con test per la ricerca dell’HPV (trattamenti inclusi) in euro. Analisi di sensibilità. 

 
 
In conclusione, l’obbiettivo da raggiungere è quello di sfruttare al meglio tutte le possibilità che le 
nuove tecnologia ci offrono, ricordando che attualmente non esistono cure per il Papilloma virus. 
Sapere, tuttavia, che il virus è presente consente al ginecologo di attuare tutte le procedure 
cliniche e diagnostiche ulteriori per esaminare più attentamente il collo dell’utero ed intervenire 
precocemente per evitare la progressione della patologia infettiva verso il carcinoma invasivo. 
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