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HPV IN SICILIA FRA IL 2003 E IL 2011
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SUMMARY

This issue is about our Human Papilloma Virus (HPV) DNA test.
We have examined two cohorts of patients from south-central Sicily, who were tested for HPV -DNA derived

from cervical sampling, respectively in 2003 and 201 I.

In 2003, the most represented genotypes were: 31, 16. Instead, in 2011 there was a higher prevalence for
genotypes: 42, 6. It is remarkable to note that the 35 genotype, noticed in 2003, has never been found in the

second most recent group.

INTRODUZIONE

I Papillomavirus sono associati a lesioni prolifera-
tive, benigne e maligne, della cute e delle mucose.
Le infezioni possono essere subcliniche, cliniche
o latenti. Il virus ha un tropismo molto ristretto e
replica nelle cellule epiteliali in differenziamento
di cute e mucose. In letteratura ¢ riportato che le
neoplasie sincrone in siti genitali plurimi (cervice,
vagina, vulva, perineo, etc) sono spesso correlate
all’azione di Human Papilloma Virus (HPV)
genotipo 16: normalmente il processo di progres-
sione verso la malignita si attua lentamente, assi-
curando cosi margini temporali di intervento.

Si ¢ riscontrato che sovente i componenti di una
coppia sono portatori degli stessi genotipi di HPV.
Infezioni dell’area anogenitale sono piu frequenti
tra i maschi omosessuali spesso colpiti ad esem-
pio da verruche distrettuali.

HPV vengono classificati in genotipi ad alto e
basso rischio in relazione alla loro oncogenicita
ed alla frequenza con cui si riscontrano a livello
delle lesioni genitali (Tabella 1) (2, 10).

Tale attivita si correla alla capacita del virus di
integrare il proprio genoma in quello della cellula
ospite e successivamente interagire con i delicati
meccanismi di replicazione cellulare.

La trasmissione avviene per contatto diretto con
una persona infetta, per autoinoculazione o per
contatto indiretto. Le verruche genitali presentano
una trasmissione sessuale e si stima un’incidenza
tra le donne, proporzionale al numero dei partner
sessuali, variabile dal 2-13% in Europa occidenta-

le a piu del 30% in America Latina (5). Nelle gio-
vani donne siciliane, secondo alcuni Autori si €
rilevata una maggiore prevalenza dei genotipi 16
e 53 (1) a livello della cervice uterina. In circa il
90% dei casi di neoplasia intraepiteliale della cer-
vice uterina si ¢ rilevata la presenza del materiale
genetico del virus.

Si ¢ osservato che HPV-6 e HPV-11 sono respon-
sabili di affezioni benigne del tratto respiratorio e
digestivo e HPV-16 ¢ correlato ad alcune affezio-
ni maligne (papillomatosi respiratoria, CA dell’ul-
tima porzione dell’intestino, etc); la localizzazio-
ne piu frequente ¢ alle corde vocali, ma sono coin-
volti anche trachea, polmone, naso, cavita orale.
Altre affezioni quali Leucoplachia orale (OL) e
Lichen ruber planus (OLP) sono correlate alla
presenza di HPV-18, HPV-16, HPV -33, HPV-31
e HPV-6; co-fattori quali fumo, alcool e I’eta
aumentano il rischio neoplastico (3).

Nel giugno del 2006 il vaccino quadrivalente dal
nome GARDASIL/SILGARD™ (Merck, NI,
USA) ¢ stato autorizzato in USA (7). Alcuni studi
dimostrano che HPV ¢ in grado di inibire la secre-
zione di IFN-g e I’espressione dei recettori cellu-
lari di alcune cellule immunocompetenti, in parti-
colare ILT2. Studi effettuati dopo vaccinazione
con GARDASIL hanno dimostrato un aumento
significativo dell’espressione dei recettori ILT2 di
NK e dei linfociti CD3+ e CD56+ (4).

La Sicilia ¢ stata tra le prime regioni ad intrapren-
dere una campagna vaccinale gratuita, gia nel
2007/08, per le ragazzine di 11 anni, mentre le
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donne adulte potevano sottoporsi alla vaccinazio-
ne volontariamente anche a costi agevolati (6).

Il vaccino esplica la sua azione protettiva nei con-
fronti dei genotipi responsabili della maggior
parte dei carcinomi cervicali (HPV16-18) e delle
lesioni proliferative benigne (HPV6-11), ma non
riesce a garantire la copertura nei confronti di tutti
i tipi di HPV. Non si conoscono gli effetti della
copertura vaccinale a distanza di anni. E auspica-
bile, quindi, che le donne continuino a sottoporsi
successivamente ad accertamenti diagnostici.
Comungque, studi effettuati su maschi di eta com-
presa fra 16-26 anni riportano dati significativi
sulla effettiva protezione da parte del vaccino
GARDASIL nei confronti dell’infezione (8).

Il vaccino presenta una buona immunogenicita e
sicurezza anche in pazienti affetti da Lupus erite-
matoso sistemico (9).

Con il presente studio si ¢ voluto confrontare le
prevalenza dei genotipi di HPV nel 2011 con il kit
di biologia molecolare attualmente in uso presso
la U.O. di Virologia del Presidio Ospedaliero di
Caltanissetta, con quelli del 2003 con il kit allora
utilizzato (anno di inizio dell’esecuzione del test
molecolare), al fine di valutare eventuali differen-
ze che potrebbero essere influenzate da numerose
variabili.

MATERIALI E METODI

Il bacino di utenza dell’Unita Operativa di
Virologia del Presidio Ospedaliero S. Elia di
Caltanissetta € costituito da Caltanissetta, Enna,
Agrigento e relative provincie.

Nell’anno 2003 sono stati esaminati 211 tamponi
cervico-vaginali per la ricerca del materiale geno-
mico di HPV. Le pazienti erano state inviate dai
medici di medicina generale, dagli specialisti ter-
ritoriali e dalle strutture ospedaliere. I campioni
sono stati analizzati con il kit Geno-Kit HPV L1
“generale” (AMPLIMEDICAL, Torino, Italy).
Negli anni il numero delle utenti ¢ aumentato fino
a giungere nel 2011 i 404 campioni, i quali sono
stati testati con il kit “LINEAR ARRAY HPV
Genotipyng  Test” (Roche  Diagnostics,
Mannheim, Germany).

Il kit utilizzato nel 2003 prevedeva 1’utilizzo di
sonde specifiche marcate con biotina per i genoti-
pi di HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45.
L’ibridazione delle sonde con i prodotti di ampli-
ficazione era evidenziata attraverso il legame
streptavidina-perossidasi e conseguente reazione
colorimetrica con il cromogeno 3.3’-5.5’-tetrame-
tilbenzidina (TMB).

Il kit “LINEAR ARRAY HPV Genotipyng Test”
utilizzato nel 2011 prevede una iniziale amplifica-
zione con successiva reverse hybridation (RH) ed
¢ in grado di identificare un maggior numerodi
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genotipi: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61,
62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83,
84, CP6108, 1S39.

RISULTATI

Nel 2003 sono stati analizzati 211 tamponi: il
24.17% sono risultati positivi per HPV, il 73.46%
negativi e il 2.37% non testabili (Figura I).

La percentuale dei genotipi sul totale dei campio-
ni varia dallo 0.95% del genotipo 6 al 7.11% del
genotipo 31 (Tabella 2 e Figura II). Considerando
solo 1 campioni positivi, le percentuali dei genoti-
pi sono riportate in tabella 2 e figura III.

Negli anni, il numero degli utenti ¢ aumentato
fino a raggiungere nel 2011 il numero di 400 cam-
pioni. Con I’utilizzo di un 4it, in grado di rivelare
un maggior numero di genotipi rispetto al 2003,
nel 2011 il 58.50% dei campioni ¢ risultato positi-
vo, il 40.25% negativo ¢ 1’1.25% non testabile
(Figura IV).

Le percentuali dei genotipi sul totale dei campio-
ni e dei soli campioni positivi, sono riportate in
tabella 3 e rispettivamente in figura V e VI.

Il confronto dei risultati ottenuti per i genotipi piu
comuni ottenuti nel 2003 ¢ 2011 sono riportati in
figura VII e VIIL

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Dai nostri dati risulta che nel 2003 i genotipi piu
presenti erano 31 (29.41%), 16 (25.49%) e 35
(13.72%) mentre nel 2011 erano 42 (11.54%), 16
(8.55%), 31 (6.84%) e 54 (6.41%).

Mentre i genotipi 16 e 31 sono sempre presenti nei
due gruppi (anche se con percentuali diverse), il
genotipo 35 non ¢ stato mai riscontrato nel grup-
po dei pazienti piu recenti. Inoltre il genotipo 6,
implicato in patologie benigne, non ha mostrato
notevoli variazioni percentuali.

Le differenze riscontrate tra i due gruppi possono
essere dovute a vari fattori: sicuramente

la percentuale di campioni non classificabili del
2003 ¢ legata alla ridotta capacita del kit utilizza-
to di discernere solo pochi genotipi rispetto a
quelli identificabili con il kit in uso nel 2011.
Inoltre la selezione dei pazienti candidati al test €
verosimilmente migliorata nel tempo con una
numerosita della campionatura nel 2011 circa il
doppio di quella del 2003.

Anche I’introduzione della vaccinazione per HPV
puo aver influenzato la diffusione dei vari genoti-
pi. Infine, la quota di campioni non testabili del
2011 ¢ verosimilmente da ricondurre ad un pro-
blema tecnico verificatosi durante I’esecuzione
del prelievo; questa ipotesi ¢ suffragata dal fatto
che la ripetizione del prelievo ha consentito di
ottenere un risultato definito.
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E da sottolineare che la percentuale dei negativi ai
test ¢ scesa da 73.46% nel 2003 al 40.25% nel
2011, ma ¢ comunque consistente, e quindi ¢
auspicabile ottenere migliori risultati per il futuro
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anche implementando progetti a cio dedicati.

Date le diverse performances dei due test utilizzati,
ci si propone di eseguire nel prossimo futuro un
ulteriore studio utilizzando lo stesso test del 2011.

Tabella |. Genotipi HPV ad alto e basso rischio in relazione alla loro oncogenicita.

INDICE DI RISCHIO GENOTIPI
Alto rischio 16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,53,56,58,59,66,68,73,82
Basso rischio 6,11,40,42,54,55,61,62,64,67,69,70,71,72,81,83,84,1S39, CP6108

non testabili test 2003

2% \

Figura I. Distribuzione dei risultati per ricerca dei genotipi HPV nel 2003 su 21| tamponi cervico-vaginali.

Tabella 2. Distribuzione genotipi HPV nel 2003

Genotipo HPV Numero positivi Percentuale genotipo Percentuale genotipo
per genotipo sul totale (211) sul totale positivi (51)

6 2 0.95% 3.92%

I 3 1.42% 5.88%

16 13 6.16% 25.49%

18 5 2.37% 9.80%

31 I5 7.11% 2941%

35 7 331% 13.72%

45 2 0.94% 3.92%

Non classificabile 4 1.89% 7.84%
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Figura Il. Percentuale dei genotipi HPV espressi sul totale dei campioni analizzati nel 2003.
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Figura lll. Percentuale dei genotipi HPV espressi sul totale dei positivi analizzati nel 2003.
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Figura IV. Distribuzione dei risultati per ricerca dei genotipi HPV nel 201 | su 400 tamponi cervico- vaginali.
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Tabella 3. Distribuzione dei genotipi HPV nel 201 I.

Genotipo Numero positivi Percentuale genotipo Percentuale genotipo
per genotipo sul totale (400) sul totale positivi (234)
6 10 2.50% 4.27%
I 5 1.25% 2.14%
16 20 5.00 % 8.55%
18 4 1.00% 1.71%
31 16 4.00% 6.84%
33 I 0.25% 0.43%
39 5 1.25% 2.14%
40 I 0.25% 0.43%
42 27 6.75% 11.54%
45 8 2.00% 3.42%
51 4 1.00% 1.71%
52 I 2.75% 4.70%
53 9 2.25% 3.85%
54 15 3.75% 6.41%
55 I 0.25% 0.43%
6 4 1.00% 1.71%
58 10 2.50% 4.27%
59 8 2.00% 3.42%
61 4 1.00% 1.71%
62 6 1.50% 2.56%
66 9 2.25% 3.85%
67 I 0.25% 0.43%
68 5 1.25% 2.14%
70 I 0.25% 0.43%
72 I 0.25% 0.43%
73 14 3.50% 5.98%
8l 4 1.00% 1.71%
82 I 0.25% 0.43%
83 2 0.50% 0.85%
84 14 3.50% 5.98%
CPé6108 13 3.25% 5.55%
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Figura V. Percentuale dei genotipi HPV sul totale dei campioni analizzati nel 201 I.

84|



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 28 (2),2013

BELLOMO L, COLLODORO R, DI FORTI G, et al.

14,00%

12,00%

10,00%

8,00%

6,00%

4,00%

2,00%

0,00%

11
16
18
31
33
39
40
42
45
51

52
53
54
55
56
58
59
61

62
66
67
68
70
72
73
81
82
83
84

CP6108

Figura V1. Percentuale dei genotipi HPV sul totale dei positivi analizzati nel 201 |.
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Figura VII. Confronto dei risultati ottenuti nel 2003 e nel 201 | per genotipi HPV sul totale dei campioni analizzati.
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Figura VIII. Confronto dei risultati ottenuti nel 2003 e nel 201 | per genotipi HPV sul totale dei campioni positivi.
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