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Lo screening per il carcino-
ma del collo dell’utero ha
utilizzato fino ad ora co-

me test di base il Pap test. Tale
metodica ha dimostrato con il
tempo la sua efficacia nel ridur-
re l’incidenza e la mortalità per
il cervico-carcinoma. Il Pap test,
però, con i suoi oltre 50 anni di
storia presenta alcune limitazio-
ni quali la soggettività, la varia-
bilità e la relativamente bassa
sensibilità. Il Pap test, inoltre, è
stato introdotto quando ancora
non si sapeva che il Papillomavi-
rus umano (HPV) fosse la causa
necessaria del carcinoma del col-
lo dell’utero.
Il riconoscimento del ruolo ezio-
patogenetico del virus ha aper-
to nuovi scenari preventivi e ha
portato allo sviluppo di metodo-
logie atte a riconoscere l’HPV ad
alto rischio (HR-HPV) ed il suo
effetto a livello della cervice ute-
rina. Sono stati quindi introdot-
ti test che ricercano la presenza
del genoma di uno dei 13 ceppi
oncogeni di HPV. La presenza di
uno di tali ceppi aumenta di 100
volte il rischio di una donna di
sviluppare una lesione pre-tumo-
rale e tumorale al collo dell’ute-
ro. Sappiamo, però, che l’infe-
zione da HPV è comunissima
mentre le lesioni pre-tumorali e
il tumore sono un evento raro;
infatti, la maggior parte delle in-
fezioni da HPV sono transitorie
e non causano alterazioni pre-
cancerose. Per questo sono stati
sviluppati biomarcatori d’infe-
zione persistente o di displasia
che permettono d’identificare
quelle infezioni che hanno ca-
ratteristiche trasformanti. Tra

questi biomarcatori c’è la protei-
na p16INK4a normalmente espres-
sa in quantità molto basse, qua-
si impercettibili all’immunoisto-
chimica, ma che viene ipere-
spressa in cellule displastiche a
causa dell’attività dell’oncogene
E7 dell’HR-HPV; è stato dimo-
strato che l’immunocolorazione
della p16INK4a fornisce una preci-
sa identificazione delle cellule
epiteliali cervicali displastiche su
vetrino. I ginecologi hanno mol-
to chiara la sfida clinica rappre-
sentata dal riscontro di un esito
citologico SIL di basso grado op-
pure ASC-US. Mentre il test
HPV può essere utilizzato nei ca-
si di ASC-US, vi sono ancora dif-
ficoltà nella gestione ottimale
delle SIL di basso grado e degli
esiti borderline nelle donne gio-
vani. La gestione degli esiti bor-
derline ancora oggi è una pro-
blematica lontana da una solu-
zione semplice ed efficace. La

novità è che
ora c'è un test
che usa due
biomarcatori,
p16INK4a e Ki-
67 su uno stes-
so vetrino cito-
logico. Questo
test, chiamato
CINtec® PLUS
(mtm labora-
tories, Heidel-
berg, Germa-
nia), ha dimo-
strato di esse-
re estrema-
mente preciso
nell'identifica-
re neoplasie
cervicali in-
traepiteliali di
alto grado
(CIN2 +) nel-

le donne con risultati del Pap
ASC-US o SIL di basso grado.
Numerosi studi hanno dimostra-
to l’accuratezza del test. Il più
importante è stato pubblicato
recentemente in Cancer Cytopa-
thology.

Background
La citologia SIL di basso grado
(L-SIL) rappresenta il 2-3% di
tutte le diagnosi citologiche. È
ben noto che il 15-20% di L-SIL
nasconde una sottostante CIN2
o una diagnosi peggiore. Tutta-
via, l'invio diretto alla colposco-
pia basato sull’esito citologico
porta ad una significativa quota
di overdiagnosi e conseguente
sovratrattamento. Il test del Pa-
pillomavirus umano (HPV) è no-
to per essere molto sensibile nel
rilevare la presenza di sottostan-
ti CIN2+ in risultati citologici lie-
vemente anormali del Pap, ma
mostra una positività in un’alta
percentuale di casi (sino al-
l’85%) L-SIL ed è perciò ineffi-
cace. L’ASC-US rappresenta un
altro 2-4% di tutte le interpreta-
zioni citologiche; il 6-10% dei
casi ASC-US possono nasconde-
re una sottostante CIN2 o lesio-
ne più severa. Come nel caso
delle L-SIL, anche nell’ASC-US,
le opzioni gestionali compren-
dono la ripetizione del test a sei
mesi oppure l’invio diretto alla
colposcopia; in più, nella gestio-
ne dell’ASC-US c’è anche l’op-
zione di triage con il test HR-
HPV. Anche con l’uso di questo
test rimane una percentuale del
40-50% dei casi con risultati po-
sitivi da inviare a colposcopia.

Le caratteristiche del
nuovo test
Il CINtec® PLUS test risponde

a questa necessità combinando
la rilevazione della proteina
p16INK4a, la cui sovra-espressio-
ne è legata alla trasformazione
oncogena del papilloma virus
ad alto rischio con un marker
di proliferazione (Ki-67). In ter-
mini più semplici, la simultanea
positività ai due marcatori è un
segnale che il controllo del ci-
clo cellulare si è interrotto ed
indica la presenza di una CIN
di alto grado (CIN2 o lesione
più severa). In normali condi-
zioni fisiologiche, l'espressione
di una delle due proteine esclu-
de l’altra; la loro co-espressione
identifica le cellule oncologica-
mente trasformate dal papillo-
ma virus sui normali vetrini del
Pap test, indipendentemente
dall’interpretazione morfologi-
ca soggettiva. Le cellule con
doppia immunoreattività sono
facili da localizzare e interpre-
tare nel campione citologico,
come mostrato nella Figura 1.
La colorazione citoplasmatica
marrone segnala sovra-espres-
sione di p16INK4a, mentre un se-
gnale rosso nucleare indica
l’espressione di Ki-67. Ciò elimi-
na la variabilità lettore-dipen-
dente di un’interpretazione dei
parametri basata sulla morfolo-
gia, aggiungendo un alto livel-
lo di certezza offerto dal CIN-
tec® PLUS test. Ciò rende il Pap
test uno strumento oggettivo di
indagine delle alterazioni mole-
colari indotte dal virus del pa-
pilloma ad alto rischio. L'iden-
tificazione di almeno una cellu-
la con doppia colorazione è un
indicatore per procedere all’esa-
me colposcopico.

Pubblicazioni recenti
Lo studio EEMAPS (European
Equivocal Mild Atypical Pap Stu-
dy) pubblicato su Cancer Cytopa-
thology ha confermato questi van-
taggi del CINtec® PLUS test.
Obiettivo dello studio era quel-
lo di confrontare la doppia co-
lorazione immuno-citochimica
di p16/Ki-67 con il test HPV in
casi di citologia ASC-US o L-SIL
su di un totale di 776 casi. La
presenza di uno o più cellule
con doppia immunoreattività è
stata valutata come un risultato
positivo al test, indipendente-
mente dalla morfologia. I risul-
tati dei test sono stati correlati
all’istologia della biopsia mirata
in colposcopia. Gli autori con-
cludono che il CINtec® PLUS
test identifica con elevata preci-
sione il gruppo di donne con
CIN di alto grado nei casi di ci-
tologia ASC-US o L-SIL ed è su-
periore al test HPV. CINtec®

PLUS ha fornito una sensibilità
paragonabile al test HPV, ma
una specificità nettamente supe-
riore. Questi risultati sottolinea-
no il potenziale diagnostico del
test d’immunocitochimica appli-
cato al Pap test nello screening
cervicale.
Lo studio della Sapienza di Ro-
ma pubblicato su Experimental
and Therapeutic Medicine ha valu-
tato 191 pazienti affette da ASC-
US con positività ai genotipi vi-

rali ad alto rischio (84 casi) op-
pure affette da SIL di basso gra-
do (107 casi). La percentuale di
casi ASC-US e di L-SIL positivi al-
la p16INK4a é risultato simile (cir-
ca il 40%) e tutte le pazienti so-
no state inviate a colposcopia.
Dei 96 casi con colposcopia po-
sitiva (39 ASC-US e 57 L-SIL) tut-
ti i CIN2 (n = 18) ed i CIN3 (n =
3) sono risultati positivi alla
p16INK4a, tranne due CIN2; dei
95 pazienti (45 ASCUS e 50
LSIL) con colposcopia negativa
e con follow-up colposcopico o
citologico a 1 anno, un solo ca-
so di CIN2 (Pap test di invio L-
SIL) è stato osservato nei casi ne-
gativi alla p16INK4a (1/62; 1.6%).
Gli autori concludono afferman-
do che la determinazione della
p16INK4a ha un ruolo importante
nella gestione degli esiti citolo-
gici borderline ASC-US, HPV test
positivi e SIL di basso grado; un
risultato negativo per p16INK4a

rappresenta un marker dell’as-
senza di una CIN di alto grado e
sottolinea il valore diagnostico-
prognostico del marcatore; in-
fatti nessuna delle donne p16INK4a

negative ha sviluppato una CIN2
nel follow-up ad un anno.

Conclusioni
Sulla base di questi dati, che di-
mostrano una chiara correlazio-
ne tra i risultati del test e la pre-
senza o assenza di CIN2+, il CIN-
tec® PLUS test dovrebbe essere
il test di scelta per triage delle
donne con pap ASC-US o LSIL.
Una delle caratteristiche salien-
ti del test è che non richiede
prelievi aggiuntivi e può essere
utilizzato sullo stesso vetrino al-
lestito per il Pap test. Questa tec-
nologia rappresenta un impor-
tante progresso per la gestione
della paziente, offrendo una per-
formance di sensibilità pari al
test di ricerca molecolare del
HPV ma con una maggiore spe-
cificità.
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Il test di scelta per triage delle donne con pap ASC-US o LSIL

Valutazione citologica
dell’iperespressione di p16INK4a

nel triage del pap borderline

Il Pap test si veste
di molecolare

Cellula a doppia colorazione; colorazione citoplasmatica marrone
di p16INK4a e colorazione nucleare rossa di Ki-67
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