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• La sottoscritta  Maria Benevolo

• ai sensi dell’art. 3.3 sul Conflitto di Interessi, pag. 17 del Reg. Applicativo dell’Accordo Stato-Regione del 5 novembre 
2009

• dichiara

• che negli ultimi due anni ha avuto rapporti diretti di finanziamento con i seguenti soggetti portatori di interessi 
commerciali in campo sanitario: 

- Roche Diagnostics: rapporti non finanziari

- Hologic S.r.l.: rapporti non finanziari

- Becton & Dickinson: rapporti finanziari e non finanziari



New Technologies for Cervical Cancer 2 (NTCC2)

Aims
▪ Valutazione del test per mRNA di E6/E7 e la doppia colorazione per le proteine p16/Ki67 

come test di triage per le donne HPV positive in confronto alla citologia 
▪ Valutazione della riduzione dell’over-diagnosi dei 3 test di triage rispetto all’invio diretto 

in colposcopia per le donne HPV positive 
▪ Misura della detection complessiva di CIN2+ nei 5 anni successivi a un test HPV-DNA 

positivo e biomarcatore negativo
▪ Valutazione dell’accuratezza trasversale e longitudinale della genotipizzazione estesa 



HPV E6/E7mRNA

HR-HPV-DNA

Biobank
-80°C

HPV-DNA e citologia cervico-vaginale: eseguite nei laboratori di screening locali 

HPV-mRNA centralizzati a Firenze e Torino  
Doppia colorazione p16/ki67: eseguita in 4 labs, 3  reports per ogni vetrino da 3 di 7 differenti labs
(valutazione della riproducibilità di interpretazione)
p16/ki67 cut-off ≥ 1 cellula con doppia colorazione



Sensibilità e Specificità per CIN2+ e 
CIN3+ di diverse strategie di triage 

Invio in colposcopia e Valore Predittivo Positivo, 
immediato, al richiamo ad un anno, e 
complessivo, per diversi biomarcatori
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HPV extended genotyping

real-time multiplex PCR-based assay targeting the E6/E7 region for the qualitative detection of 14 high-risk HPV genotypes
 
Risultati individuali: HPV 16, 18, 45, 31, 51 and 52
Risultati per gruppi: HPV 33/58, 35/39/68 and 56/59/66 

Positività per uno o più canali (singolo canale o multicanale) 

extended genotyping classificato in base al potenziale oncogeno (Demarco M. J Clin Microbiol 2018):
HPV16/18
high oncogenic types (31, 33, 45, 52, and 58)
low oncogenic types (35, 39, 51, 56, 59, 66, 68 + negatives) 



Valutazione della performance di diverse strategie di triage combinando citologia, p16/ki67 e genotipizzazione
con l’obiettivo di testare la possibilità di cambiare l’algoritmo di screening dall’attuale a due livelli di rischio
(colpo immediata/retesting ad 1 anno) ad un sistema a tre livelli di rischio che includa un richiamo ad HPV dopo
3 anni





• Le donne negative alla citologia o alla p16/ki67, se positive per tipi di HPV a basso potenziale oncogeno, hanno un rischio 
di CIN3+ nei successivi 2 anni, di 0.4, sufficientemente basso da poter essere rimandate ad un nuovo round di screening 
dopo 3 anni

• Il 48% delle CIN2+ trovate in questo gruppo di donne “low risk” regredisce spontaneamente in un anno

• Dividendo i genotipi in tre gruppi in base al loro potenziale oncogeno, e combinandoli con la citologia o la doppia 
colorazione p16/ki67, possiamo stratificare le donne HPV positive a seconda del loro rischio di CIN3+ e possiamo definire 
un sistema su 3 livelli introducendo un nuovo intervallo di screening (colposcopia immediata / HPV retesting a 1 anno/ 
HPV retesting a 3 anni)



BACKGROUND

▪ La persistenza dell’infezione da HPV è il principale fattore associato al rischio di 
sviluppare una lesione cervicale di alto grado

▪ Il protocollo di screening Italiano rimanda a nuovo test HPV dopo un anno le 
donne baseline HPV-positive/triage-negative. Più del 50% sono ancora positive 
dopo un anno e vengono inviate in colposcopia

▪ Le donne HPV-positive/triage-positive sono inviate a colposcopia immediata. Se la 
colposcopia è negativa per CIN2+, vengono reinvitate a test HPV dopo un anno

Persistenza di HPV e nuove infezioni: studio nazionale NTCC2



Obiettivi
• Determinare, applicando la genotipizzazione estesa, se e quante donne HPV positive al baseline e al retesting erano persistenti 

o avevano nuove infezioni 
• Valutare se la proporzione di nuove infezioni variava a seconda del canale positivo al baseline, della presenza di più canali

positivi, della citologia e dello status degli altri biomarcatori 
• Stimare il potenziale impatto di distinguere infezioni persistenti da nuove infezioni, sull’algoritmo di screening



Popolazione
Donne baseline positive per test HPV di screening e per typing, che non avevano CIN2+
al baseline, e che avevano un altro prelievo cervico-vaginale a distanza di almeno 10
mesi dal baseline

Interpretazione dei risultati della tipizzazione

1. negativi:  casi che non presentavano nessun canale positivo al retesting
2. persistenti: casi che erano positivi per lo stesso/i canale/i al baseline e al retesting (almeno 
un canale in comune in caso di positività multicanale) con o senza altre positività
3. Solo nuove infezioni: casi che al retesting erano negativi per il/i canale/i del baseline ma 
presentavano positività per differenti canale/i
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Clearance totale e distribuzione di persistenza e nuove infezioni

typing



Clearance totale e distribuzione di persistenza e nuove infezioni in base alla 

citologia di triage e ai risultati baseline di  p16/ki67 e mRNA 



Distribuzione delle CIN2+ e delle CIN3+ nei casi genotipizzati in base a citologia, p16/ki67, mRNA

Persistence Only new infections

n n of CIN2+ (%) n of CIN3+ (%) n n of CIN2+ (%) n of CIN3+ (%)

Overall 488 20 (4.1) 11 (2.2) 68 3 (4.4) 0 (0.0)

Cytology Negative 383 17 (4.4) 9 (2.3) 50 3 (6.0) 0 (0.0)

Cytology Positive 101 3 (3.0) 2 (2.0) 18 0 (0.0) 0 (0.0)

mRNA Negative 63 1 (1.6) 1 (1.6) 13 0 (0.0) 0 (0.0)

mRNA Positive 424 19 (4.5) 10 (2.3) 54 3 (5.5) 0 (0.0)

p16/ki67 Negative 283 8 (2.8) 3 (1.1) 50 1 (2.0) 0 (0.0)

p16/ki67 Positive 182 12 (6.6) 8 (4.4) 16 2 (12.5) 0 (0.0)



Clearance totale e distribuzione di persistenza e nuove infezioni in base al canale positivo (singolo canale)



Clearance totale e distribuzione di persistenza e nuove infezioni in base al canale positivo (multicanale)





• Utilizzando la genotipizzazione estesa possiamo distinguere le nuove infezioni 

dalle infezioni persistenti nelle donne ancora positive quando ritestate dopo un 

anno e classificare come nuove infezioni circa il 12% dei casi 

• Questa proporzione differisce significativamente in base al numero di canali 

positivi al baseline e al risultato di p16/ki67, mentre non è influenzata dalla 

citologia e dall’mRNA

• Tra le donne con nuove infezioni non abbiamo trovato nessuna CIN3

• Le nuove infezioni al retesting quindi potrebbero essere trattate come infezioni 

incidenti e non essere inviate in colposcopia 

CONCLUSIONI
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