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1.1.  LE INFEZIONI A TRASMISSIONE SESSUALE  

Le infezioni sessualmente trasmesse (IST) costituis cono un importante 

problema di Sanità Pubblica a livello mondiale. Si contraggono attraverso 

rapporti sessuali a rischio e molte di queste, se n on trattate, possono 

portare a conseguenze potenzialmente pericolose per  l’apparato genitale 

femminile e maschile. 

Le infezioni sessualmente trasmesse, virali e batte riche, più diffuse 

comprendono: gonorrea, sifilide, herpes genitale, HIV, Human 

Papillomavirus (HPV) e  Chlamydia trachomatis. La maggior parte di esse 

sono asintomatiche rendendo così difficile la diagn osi e quindi la 

successiva terapia. Per alcune la risoluzione avvie ne spontaneamente 

prima della manifestazione dei sintomi e quindi sen za particolari 

conseguenze; per altre, invece, ci possono essere c onseguenze che possono 

portare all’insorgenza di patologie piuttosto serie . 

Esiste una notevole variabilità delle situazioni os servate nelle varie 

parti del mondo (aree geografiche, contesto urbano o rurale, stili di 

vita, scolarizzazione e lavoro, tradizioni cultural i, familiari e 

religiose, età al momento del matrimonio, genere, c ondizioni socio-

economiche) che possono influire sull’acquisizione e poi sulla storia 

naturale dell’infezione, ma è difficile analizzare questi dati, 

organizzati secondo criteri che li rendono difficil mente confrontabili. 

Diversi sono i fattori che favoriscono la diffusion e dell’infezione, tra 

cui la maggiore suscettibilità biologica delle donn e in relazione alla 

struttura anatomica dell’apparato genitale, più com plessa e maggiormante 

favorevole all’insediamento dei patogeni; l’immatur ità dei tessuti 

genitali degli adolescenti; lo stato di grave defic ienza immunitaria 

caratteristico dei soggetti con infezione da HIV. A nche il mancato 

utilizzo di contraccettivi barriera, quali il prese rvativo, rende gli 

adolescenti più esposti al rischio di contrarre inf ezioni sessualmente 

trasmissibili. 

Una delle categorie a maggior rischio di contrarre infezioni sessualmente 

trasmissibili è proprio quella degli adolescenti/gi ovani adulti. Infatti, 

dei 448 milioni di nuovi casi annuali di IST, oltre  il 75% si manifesta 

nella fascia d’età 15-49 anni [1]. Si stima, quindi , che ogni anno un 

adolescente su 20, e con età man mano sempre più ba ssa, contragga una 

IST. Nonostante ciò, esistono diverse barriere che limitano la 

possibilità di una gestione sanitaria adeguata di q uesto gruppo a 
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rischio. L’Organizzazione Mondiale della Sanità (OM S) ne individua 

sostanzialmente tre tipi [2]:  

1.  barriere legate al decorso spesso asintomatico dell e infezioni e 

alla difficoltà di applicare le indagini diagnostic he;  

2.  barriere correlate alla scarsa informazione e consa pevolezza della 

gravità delle IST; 

3.  barriere all’accesso ai servizi sanitari per ragion i sia economiche 

sia di organizzazione degli stessi rispetto alle es igenze degli 

adolescenti. 

Il grado di conoscenza delle IST è risultato insuff iciente in molte 

indagini. Molti adolescenti apprendono le informazi oni su sessualità, 

riproduzione e contraccezione prevalentemente dai media  e dai coetanei, 

mentre il contributo della famiglia è spesso carent e. 

Le informazioni sulle IST sono spesso trascurate e,  in caso di malattia, 

l’adolescente rinuncia a ricorrere ai servizi sanit ari. Centri sanitari 

dedicati agli adolescenti sono presenti fin dagli a nni Sessanta in Europa 

e negli Stati Uniti e dagli anni Settanta anche nel l’America latina, 

mentre sono comparsi solo negli anni Novanta in Afr ica e, in misura 

minore, in Asia e nei Paesi dell’ex Unione Sovietic a [3].                

                     

In molti studi è segnalato un ritardo significativo , soprattutto da parte 

delle ragazze, e non privo di conseguenze sugli esi ti dell’infezione, nel 

rivolgersi a un medico in caso di sintomi di IST.                              

Durante la gravidanza, le infezioni sessualmente tr asmissibili non curate 

determinano infezioni congenite e perinatali specia lmente nelle aree del 

mondo con tassi di infezione elevati e si associano  ad aborto spontaneo, 

mortalità perinatale, parto pretermine ed endometri te postpartum  [4]. 

Sono inoltre causa di anomalie congenite, congiunti vite (con possibile 

evoluzione in cecità), sordità, polmonite, encefali ti e meningiti a volte 

con danni neurologici permanenti, epatiti acute ed epatopatie [5].                    

La contrazione di un’infezione sessuale durante la gravidanza può avere 

conseguenze molto negative, anche letali, per il fe to e la madre. Per 

esempio la sifilide precoce non curata (la cui prev alenza in Africa varia 

dal 4% al 15%) si associa a una mortalità fetale de l 25% ed è 

responsabile del 14% dei decessi neonatali [6].  

L’infezione da HPV può evolvere in cancro degli org ani genitali esterni e 

soprattutto in quello della cervice uterina, che si  risolve con 

l’asportazione parziale o totale del collo dell’ute ro; l’infezione da C. 
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trachomatis  può causare gravi danni all’apparato genitale e es sere 

responsabile di gravidanze extrauterine. Entrambe q ueste infezioni 

possono portare, quindi, a difficoltà a livello rip roduttivo e a 

sterilità [7].                    

Secondo la Global Strategy  dell'OMS, il coinvolgimento dei servizi 

sanitari, l’informazione sulle modalità di prevenzi one, l’organizzazione 

di centri strutturati in base alle specifiche esige nze degli adolescenti 

e l’attenzione ai sottogruppi a rischio elevato son o indispensabili per 

attuare appropriati interventi di sorveglianza.            

Negli Stati Uniti, i CDC ( Centre for Disease Control ) hanno attivato da 

tempo una sezione completamente dedicata alle malat tie sessualmente 

trasmissibili che interessano in modo particolare a lcune regioni e alcune 

categorie sociali della popolazione americana. La s ezione, chiamata 

“Division of sexually transmitted disease”,  mantiene un sistema di 

sorveglianza annuale sull’andamento delle malattie e ha prodotto delle 

linee guida per la diagnosi e il trattamento [8].                    

In Europa, l’Ufficio regionale dell’OMS ha messo a punto una task force  

con il compito di rispondere efficacemente alle epi demie di IST nell’est 

Europa e in Asia centrale, epidemie che possono pot enzialmente diventare 

un problema serio di salute per tutta la Regione eu ropea. Le malattie 

sessualmente trasmissibili sono, infatti, tornate r ecentemente all’ordine 

del giorno dei sistemi sanitari europei, per l’elev ata incidenza rilevata 

nei nuovi Paesi membri, quelli appartenenti all’ex blocco sovietico. 

Nonostante i dati siano variabili e dipendano in la rga scala dai metodi 

di screening, secondo l’Ufficio regionale europeo d ell’OMS, l’incidenza 

media delle IST nei Paesi dell’est europeo è in med ia 100 volte più alta 

rispetto ai Paesi occidentali.                 

Quasi tutti i Paesi europei hanno un sistema di sor veglianza delle IST, 

più del 90% ha cliniche specializzate, ma solo il 6 0% ha linee guida per 

la gestione e il trattamento. Nel 56% dei Paesi, i servizi relativi alle 

IST fanno parte delle cure primarie e solo il 30% h a un programma 

nazionale strutturato di controllo e trattamento. P er una risposta 

globale all’emergenza esiste una task force europea che sta cercando di 

stabilire le linee guida comuni per il controllo de lle IST [9].              

Dal 2009 l’ECDC ( European Centre for Disease Prevention and Control)  sta 

coordinando un sistema di sorveglianza delle IST ch e si sforza di 

garantire un’alta qualità dei dati provenienti da 3 0 Paesi dell’Unione 

Europea (EU) e dall’Area Economica Europea (EEA).   
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EPIDEMIOLOGIA DELLE INFEZIONI A TRASMISSIONE SESSUAL E  

Nel mondo, quasi un milione di persone contrae ogni  giorno un’infezione 

sessualmente trasmissibile e dei 448 milioni di cas i all’anno 

riscontrati, la maggior parte si verifica nell’Asia  meridionale e sud-

orientale, seguita dall’Africa sahariana e dall’Ame rica latina e 

caraibica [1, 2]. Nei Paesi occidentali, dalla fine  degli anni ’70 si è 

assistito da un lato a un progressivo aumento dell’ incidenza delle IST 

provocate da virus (virus del papilloma umano, herp es genitale, virus 

dell’immunodeficienza umana) e, dall’altro, a una r elativa riduzione 

delle IST classiche a prevalente eziologia batteric a (sifilide, gonorrea, 

linfogranuloma venereo) [10, 11]. Purtroppo questo andamento si è 

bruscamente modificato subito dopo il 2000, quando,  insieme al 

persistente aumento delle IST di origine virale, si  è assistito anche 

all’aumento delle IST causate da agenti batterici. Ciò è stato attribuito 

in parte a cambiamenti nel comportamento sessuale d elle popolazioni più a 

rischio ma anche al miglioramento e all’ottimizzazi one delle tecniche 

diagnostiche oltre all’introduzione in alcuni Paesi  di programmi di 

screening che hanno permesso di identificare anche quelle infezioni 

silenti che fino ad allora passavano inosservate. D ai dati sugli oltre 95 

mila nuovi casi di IST raccolti fino al 31 dicembre  2004 emerge che oltre 

il 90% dei pazienti si dichiara eterosessuale, che oltre il 40% dei 

pazienti sono donne e che un paziente su cinque (21 ,4%) ha già contratto 

IST in passato [12]. Gli andamenti delle singole ma lattie mostrano una 

generale stabilità del numero dei casi nel tempo, f atta eccezione per la 

sifilide infettiva e in misura minore per la gonorr ea, che dal 2000 al 

2004 mostrano un aumento del numero dei malati [11] .                                                             

In Europa le infezioni sessualmente trasmissibili r appresentano le forme 

infettive più diffuse dopo quelle respiratorie. L’e pidemiologia delle IST 

differisce tra le regioni occidentali, dove l’incid enza è in declino, e 

quelle orientali insieme all’Asia centrale, dove vi  è uno spiccato 

aumento [10, 12]. Nel 2009, nel Regno Unito, sono s tate effettuate oltre 

482 mila nuove diagnosi di IST, 12 mila in più risp etto a quelle 

effettuate nel 2008. L’aumento delle nuove infezion i per il 2009 è in 

linea con il trend positivo che ha caratterizzato g li ultimi dieci anni e 

la fascia d’età più a rischio di contagio risulta e ssere quella compresa 

tra i 19 e i 20 anni per gli uomini e tra i 20 e i 23 anni per le donne 

[13]. 



 6 

Negli Stati Uniti cinque tra le prime dieci infezio ni per numero di casi 

sono riferibili ad infezioni sessualmente trasmissi bili [14, 15]. I CDC 

di Atlanta stimano un’incidenza di circa 19 milioni  di casi all’anno, 

circa la metà dei quali a insorgenza nella fascia d ’età dai 15 ai 24 anni 

[16]. Le più frequenti sono le infezioni da C. trachomatis  e la gonorrea, 

rispettivamente circa 1.100.000 e 355.000 casi nel 2007 [17]. In Italia, 

la diffusione delle infezioni sessualmente trasmiss ibili è valutata da un 

sistema di sorveglianza passiva dell’Istituto Super iore di Sanità (ISS), 

sulla base delle diagnosi effettuate da una rete di  48 centri 

specialistici pubblici che coprono adeguatamente il  territorio nazionale 

[18]. Le patologie monitorate sono la sifilide, la gonorrea, le infezioni 

gonococciche non clamidiali, l’infezione da C. trachomatis , l’herpes ano-

genitale, la condilomatosi ano-genitale, il linfogr anuloma venereo, il 

granuloma inguinale. 
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1.2.  HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV)   

I Papillomavirus (PV) sono un gruppo di virus a DNA  capaci di indurre la 

proliferazione delle cellule epiteliali portando a lesioni benigne della 

pelle (le verruche) e delle mucose (i condilomi) ne i loro ospiti 

naturali: mammiferi e uccelli. Alcuni PVs, inoltre,  sono implicati nello 

sviluppo di lesioni maligne epiteliali [19, 20]. 

CLASSIFICAZIONE  

I Papillomavirus rappresentano un diversificato e a mpio gruppo di virus a 

tropismo epiteliale che infettano mammiferi e uccel li.  

Studi filogenetici attribuiscono a questi virus un’ origine molto antica, 

parallela a quella delle prime specie di vertebrati . Sembrano, infatti, 

aver infettato l’uomo sin dall’origine evolvendosi con esso [21].  

Come tutti i virus a DNA i PV sono dotati di una ma ggior stabilità 

genetica dovuta sia all’attività di proofreading  della DNA polimerasi sia 

al lento processo di replicazione del virus contemp oraneo alla divisione 

delle cellule ospiti che limita il numero di modifi cazioni all’interno 

del genoma dovute a mutazioni, delezioni, inserzion i [22].  

Sebbene i primi tipi di PV sono stati isolati 30 an ni fa [23], la 

difficoltà di trovare appropriati sistemi di coltur a cellulare per 

propagare questi virus ha impedito il progredire de gli studi sulle 

funzioni virali e ha limitato lo stabilirsi di una tassonomia basata 

sulle proprietà biologiche. 

Dalla seconda metà degli anni ’50 i PV venivano cla ssificati, insieme ai 

poliomavirus , nella famiglia delle Papovaviridae,  sulla base della loro 

similarità di struttura, delle caratteristiche geno miche (DNA circolare a 

doppia elica) e sull’assenza di un envelope  lipoproteico. Solo agli inizi 

degli anni ’80 alcuni studi dimostrarono che queste  similarità erano 

troppo superficiali per stabilire una relazione tra  le due classi di 

virus. Si scoprì, inoltre, che i due gruppi di viru s presentavano una 

differente dimensione del genoma, un’organizzazione  genomica 

completamente diversa e non possedevano nessuna sim ilarità di sequenza 

nucleotidica o amminoacidica, così nel 2002 la Comi ssione Internazionale 

di Tassonomia dei Virus ( International Committee Taxonomy of Viruses ,  

ICTV) decise di separare i due gruppi in due famigl ie distinte, 

Polyomaviridae  e Papillomaviridae [24]. 
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Questo progresso nella tassonomia ha portato ad un miglioramento e non ad 

una contraddizione del precedente sistema tassonomi co.  La designazione 

“HPV” (Human Papillomavirus), seguita da un numero corrispondente al 

genotipo virale, viene attribuita infatti solo dopo  isolamento e 

caratterizzazione dell’intero genoma di ogni presun to virus in grado di 

infettare l’uomo.  

L’attuale sistema tassonomico è ampliamente accetta to e ha 3 obiettivi: 

1) investigare la relazione tra classificazione tas sonomica e proprietà 

biologiche e patologiche del virus; 2) stabilire un a relazione tra i 

diversi tipi di PV; 3) comparare il termine “tipo” con quelli di genere e 

specie usati spesso nella sistematica di tutti gli organismi biologici. 

Nel 2009 lo IARC ( International Agency for Cancer Research ), sulla base 

dello studio dell’intero genoma, ha descritto 189 g enotipi di 

Papillomavirus. Di questi, 120 sono virus a tropism o umano ( Human 

Papillomavirus , HPV), 64 infettano mammiferi non-umani (conigli, cani, 

gatti, cavalli), 3 gli uccelli e 2 i rettili (Figur a 1) [25]. 

L’uso di algoritmi filogenetici, in grado di compar are sequenze genomiche 

multiple, ha permesso di suddividere i tipi di Papi llomavirus in 29 

generi (dal genere AlphaPapillomavirus al genere DyoiotaPapillomavirus ) 

[26] sulla base della percentuale di similarità a l ivello della sequenza 

nucleotidica dell’ORF L1 del genoma virale. Gli HPV  umani appartengono a 

5 di questi generi: Alpha , Beta , Gamma, Mu e Nu. 
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Figura 1. Albero filogenetico costruito dalle sequenze nucl eotidiche L1 dei 189 
Papillomavirus (Bernard et al., Virology 2010, 70-7 9). 

 

Ogni genere è suddiviso in diverse specie che raggr uppano sequenze con 

una similarità compresa tra il 60% e il 70%; all’in terno di ogni specie 

si trovano i genotipi (o tipi ) con una similarità di sequenza tra di loro 

compresa tra il 71% e l’89%. Si distinguono, fra qu esti ultimi, i 

sottotipi , con similarità del 90-98%, e le varianti, che differiscono 

solo per l’1-2% a livello della sequenza genomica L 1. 

Si è potuto constatare che i generi raggruppano spe cie imparentate 

filogeneticamente, mentre le specie comprendono tip i che possono avere in 

comune proprietà biologiche e patologiche [25]. 

I Papillomavirus umani sono suddivisi in genotipi “ cutanei”, che 

infettano l’epitelio cheratinizzato, ed in genotipi  “mucosali”, che 

infettano l’epitelio mucosale del tratto ano-genita le, del tratto 

urinario, della cavità orale e del tratto respirato rio [27]. 
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Di tutti gli HPV che infettano l’uomo, circa 40 (il  34% di tutti i tipi 

di HPV identificati) sono risultati associati a pat ologie del tratto ano-

genitale. Questi sono trasmessi prevalentemente per  via sessuale e 

associati ad un ampio spettro di patologie sia beni gne che maligne.  

 

MORFOLOGIA E STRUTTURA  

La particella virale è costituita da un genoma circ olare contenente i 

geni necessari per la replicazione ed è rivestita d a un capside proteico 

a geometria icosaedrica, privo di envelope , formato dal ripetersi di due 

proteine (L1 e L2), per una dimensione di circa 55 nanometri. L’assenza 

dell’ envelope  lipoproteico giustifica la sua resistenza al calor e ed ai 

solventi organici. Il capside è composto da 360 cop ie della proteina L1 

(proteina maggiore del capside) del peso molecolare  di circa 55 KD e da 

12 copie della proteina L2 (proteina minore) del pe so molecolare di circa 

70 KD, organizzate in 72 capsomeri (60 esavalenti e  12 pentavalenti) 

[28].  

 

GENOMA  

Il genoma di HPV è costituito da una singola moleco la di DNA a doppia 

elica circolare di circa 8 Kb ed è possibile indivi duare almeno 8 Open 

Reading Frames (ORF) (Figura 2)[19]. 

Il genoma virale può essere suddiviso in tre region i: 

- una regione precoce “ Early ” di circa 4 Kb contenente 6 ORFs 

codificanti per 6 proteine funzionali (E1, E2, E4, E5, E6, E7) 

coinvolte nella replicazione, nella trascrizione e nella 

trasformazione cellulare ed espresse durante la fas e non 

produttiva del virus; 

- una regione tardiva “ Late ” di circa 3 Kb contenente 2 ORFs 

codificanti per altrettante proteine strutturali ca psidiche (L1 

ed L2) ed espresse nella fase produttiva dell’infez ione [29].      

- una regione di controllo denominata LCR ( Long Region Control ) 

non codificante di circa 1 Kb contenente gli elemen ti regolatori 

per la trascrizione e la replicazione virale [30, 3 1].   
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Figura 2: Rappresentazione schematica del genoma dell’HPV ( M. Stanley, 
Gynecologic Oncology 117 (2010); S5-S10). 
 

CICLO REPLICATIVO  

HPV ha un tropismo molto ristretto ed infetta solo le cellule epiteliali 

in differenziamento della cute o delle mucose, a se conda del genotipo 

considerato. Il ciclo replicativo si suddivide in stadi precoci e tardivi 

correlati al programma di differenziamento delle ce llule epiteliali [32, 

33].  

Poiché le cellule basali degli epiteli pavimentosi sono le uniche cellule 

capaci di dividersi, il virus deve necessariamente infettare queste 

cellule per indurre una lesione persistente [19]. A ttraverso microlesioni 

della pelle o delle mucose il virus arriva a livell o dello strato basale 

dell’epitelio dove lega l’integrina alpha6 sulla su perficie cellulare 

[34]. Tuttavia, si è constatato che questo legame n on è strettamente 

necessario poiché l’HPV può infettare anche le cell ule che non esprimono 

questo recettore [35]. 

In Figura 3 è schematizzato il ciclo replicativo di  un HR-HPV. 
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Figura 3: Ciclo replicativo di un HR-HPV (M. Stanley, Gynec ologic Oncology 117 
(2010); S5-S10). 
 

Il virus entra per endocitosi nella cellula, perde il suo involucro 

proteico, quindi il genoma virale raggiunge il nucl eo e vi si stabilisce 

in forma episomale. In questa fase vengono espressi  solo alcuni geni 

precoci (E1, E2) e il DNA virale si replica come un  plasmide nucleare a 

copie multiple, inizialmente amplificandosi dalle 5 0 alle 100 copie; in 

seguito, ogni copia si replica una sola volta per c iascun ciclo di 

replicazione cellulare in sincronia con i cromosomi  della cellula ospite 

durante la fase S e si ha una ripartizione equa dei  genomi virali tra le 

cellule figlie. La replicazione genomica virale di tipo plasmidica è 

responsabile di un’infezione persistente e latente delle cellule basali 

dell’epitelio [19, 33, 36, 37].  

Quando la cellula epiteliale inizia il programma di  differenziamento e si 

sposta nello strato spinoso dell’epitelio, comincia no ad essere 

trascritti gli altri geni precoci (E5, E6 ed E7) co n produzione delle 

rispettive proteine; successivamente si ha la trasc rizione, oltre che del 

gene E4, dei geni tardivi L1 e L2, con conseguente produzione delle 

proteine strutturali. Nelle cellule dello strato gr anuloso inizia 

un’intensa replicazione del DNA virale di tipo vege tativa: il numero di 

copie del genoma virale aumenta in modo rilevante, fino a migliaia di 

copie per cellula, nonostante sia assente la sintes i del DNA cellulare 

[19, 33, 36].   
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Nelle cellule completamente differenziate degli str ati più superficiali 

dell’epitelio i genomi della progenie virale vengon o incapsidati e si ha 

formazione di particelle virali infettive che vengo no rilasciate 

all’esterno sfruttando il turnover delle cellule superficiali 

dell’epitelio: si verifica quindi un’infezione prod uttiva [19, 36]. 

Questo stretto legame tra stadio di differenziament o del cheratinocita e 

livello di replicazione ed espressione del genoma v irale è dovuto alla 

presenza, o meno, di fattori cellulari di controllo  e di fattori virali 

come E1 ed E2 [30]. 

 

TRASCRIZIONE DEI GENI VIRALI E PATOGENESI DELL ’ INFEZIONE  

La trascrizione dei geni virali è complessa; infatti, è controllata da 

più promotori, e presenta processi di splicing multipli ed alternativi 

oltre che produzione diversificata di mRNA in cellu le epiteliali a 

diverso stadio di differenziamento [19]. 

Nelle cellule epiteliali indifferenziate dello stra to basale, P 97 è il 

promotore maggiormente attivo e controlla l’espress ione dei geni precoci 

E1, E2, E5, E6 ed E7. L’espressione del gene E4, de i geni tardivi L1 e L2 

e l’aumento del livello di espressione del gene E1 sono, invece, sotto il 

controllo del promotore tardivo P 742  che si attiva nelle cellule 

epiteliali completamente differenziate dello strato  granuloso [38]. 

La trascrizione è regolata dallo stadio di differen ziamento della cellula 

epiteliale infettata; questo è stato dimostrato oss ervando l’espressione 

differenziale di mRNA virali nelle cellule dei dive rsi strati di epiteli 

con verruche [39]  ed inoltre è stato verificato in vitro con l’analisi di 

cheratinociti infettati, usando delle colture cellu lari organotropiche 

capaci di mimare la struttura dell’epidermide e il differenziamento 

cellulare [40]. 

Il genoma dei Papillomavirus contiene molti element i regolatori in cis ed 

alcune sue regioni codificano per diversi fattori t rascrizionali che 

modulano l’espressione dei geni virali. La regione regolatrice LCR 

contiene elementi enhancer , responsivi a fattori virali (E1 ed E2) e 

cellulari (AP-1, NF1) [31] che hanno specificità di  tessuto e di tipo 

cellulare. I suddetti elementi sono essenziali per l’inizio 

dell’espressione genica virale e per il manteniment o della latenza [41]. 

Il prodotto del gene E2 è un importante regolatore della trascrizione 

virale. A seconda di dove sono posizionati i suoi s iti di legame, a 

livello di enhancer o di promotori, la proteina E2 può fungere da 
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attivatore trascrizionale dei geni precoci legando elementi responsivi a 

livello della regione LCR [42], oppure da repressore trascrizionale 

modulando negativamente la trascrizione dei geni E6 ed E7 [43]. Tale 

proteina ha anche un ruolo cruciale nella replicazi one del DNA virale 

poiché si associa alla proteina E1 e le permette di riconoscere e di 

legare con alta affinità l’origine di replicazione [44]. 

I geni L1 ed L2 sono sotto il controllo del promotore tardivo P 742  che si 

attiva in modo specifico nei cheratinociti completa mente differenziati; 

per tale ragione la trascrizione di questi geni e l a produzione delle 

rispettive proteine si ha solo negli strati più sup erficiali 

dell’epitelio [45]. 

L’espressione dei geni L1 e L2 è inoltre regolata a livello post-

trascrizionale: nella regione 3'-UTR ( UnTranslated Region ) degli mRNA 

tardivi ci sono delle sequenze di splicing inusuali  riconosciute da 

specifici fattori cellulari, il cui legame riduce l a stabilità degli mRNA 

stessi [46, 47]. La presenza o meno di questi fatto ri cellulari nelle 

varie tappe di differenziamento cellulare determine rà la persistenza o 

meno degli mRNA virali. 

Il promotore tardivo P 742  del genoma virale controlla anche la 

trascrizione del gene E4, nonostante quest’ultimo sia localizzato nella 

regione precoce del genoma [48]. Una volta avvenuta  la trascrizione del 

gene E4, la traduzione dell’RNA messaggero porta alla prod uzione di una 

proteina in grado di legarsi al citoscheletro induc endone il collasso e 

contribuendo così alla liberazione della progenie v irale [49]. 

Il ciclo replicativo completo del virus, con produz ione di progenie 

virale matura, è tipico delle infezioni con genotip i di HPV a basso 

rischio (Low Risk, LR-HPV) oncogeno. In questo caso  il genoma virale 

rimane in forma episomica nella cellula infettata e d il prodotto del gene 

E5 gioca un ruolo importante nell’alterare la funzi onalità cellulare. La 

proteina E5 modifica la risposta cellulare a fattor i di crescita e di 

differenziamento, inducendo così la sintesi del DNA  e la proliferazione 

cellulare con contemporanea perdita delle capacità di differenziamento 

[36]. Questi eventi portano all’insorgenza di papil lomi benigni a livello 

della cute (verruche) o delle mucose (condilomi) e di lesioni pre-

neoplastiche a livello dell’area ano-genitale [19].   

Nelle infezioni con genotipi di HPV ad alto rischio  (High Risk, HR-HPV) 

oncogeno, invece, il genoma virale si integra in qu ello della cellula 

ospite con conseguente mancanza di produzione di un a progenie virale 
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completa; tale integrazione è determinante nell’ind uzione e nel 

mantenimento di un fenotipo cellulare trasformato [ 50]. Sebbene il sito 

di integrazione nei cromosomi sia casuale, quello i n cui il DNA virale 

viene interrotto ricorre all’interno della ORF E2. L’assenza della 

proteina E2, che normalmente inibisce la trascrizio ne dei geni precoci E6 

ed E7, comporta un aumento dell’espressione delle p roteine virali E6 ed 

E7, risultando così coinvolte nella patogenesi di n eoplasie. Le proteine 

E6 ed E7, infatti, si legano e inattivano i prodott i di due importanti 

geni oncosoppressori, p53 e pRb, proteine cellulari  ad attività anti-

oncogena.  

La cellula infetta sopravvive più a lungo, mantenen do la capacità 

proliferativa e la tendenza a sviluppare e perpetua re mutazioni nel DNA.  

La proteina E6 lega p53 e ne facilita la degradazio ne, quindi vengono 

inibite le funzioni oncosoppressive di p53, quali l ’arresto del ciclo 

cellulare in fase G1, la riparazione del DNA danneg giato e l’induzione 

dell’apoptosi delle cellule irrimediabilmente danne ggiate [51]. 

La proteina E7 si lega alla forma ipofosforilata di  pRb che normalmente 

sequestra i fattori di trascrizione E2F. Pertanto, la proteina pRb non è 

più in grado di legare tali fattori di trascrizione  e quindi di svolgere 

la sua funzione di freno alla progressione del cicl o cellulare. I fattori 

E2F sono quindi liberi di indurre la trascrizione d ei geni necessari 

all’ingresso nella fase S, indipendentemente dalla presenza di fattori di 

crescita quali l’EGF (Epidermal Growth Factor ) e il PDGF (Platelet-

Derived Growth Factor ) [52]. 
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1.3.  L’ INFEZIONE DA HPV 

 

STORIA NATURALE DELL’ INFEZIONE E FATTORI DI RISCHIO  

Comunemente il virus penetra nelle cellule attraver so microlesioni o 

piccole abrasioni in via di guarigione. Ciò spieghe rebbe il motivo per 

cui le aree genitali, soggette a traumi dovuti a ra pporti sessuali, siano 

le sedi predilette per lo sviluppo di lesioni ricon ducibili ad HPV. 

L’infezione è generalmente transitoria: il virus vi ene cioè eliminato dal 

sistema immunitario prima di produrre qualsiasi eff etto patogeno. Si 

stima che l’80% circa della popolazione sessualment e attiva contragga 

l’infezione almeno una volta nell’arco della vita [ 53-55], con un picco 

di prevalenza nelle giovani donne fino a 25 anni d’ età [56]. L’infezione 

regredisce spontaneamente in un anno nel 50% circa dei casi e in due anni 

nell’80% circa dei casi. Il tempo necessario all’el iminazione è dovuto al 

fatto che il virus rende difficile il proprio ricon oscimento da parte dei 

meccanismi di difesa immunitaria che sono legati al l’immunità cellulare 

(linfociti T) piuttosto che all’immunità umorale (l infociti B). 

La persistenza dell’infezione è la condizione neces saria perché il virus 

esplichi un’azione trasformante sull’epitelio: i vi rus a maggior potere 

oncogeno sono quelli a maggiore persistenza. In que sto caso possono 

manifestarsi lesioni precancerose che possono progr edire a cancro della 

cervice. Generalmente assume il significato di “inf ezione persistente” la 

positività a due o più test consecutivi in un deter minato arco di tempo. 

Da questo approccio discende che il significato di persistenza è 

arbitrario poiché varia in base all’intervallo tra i test, con dati di 

letteratura [57, 58] che presentano intervalli tra i due mesi e i sette 

anni (con una mediana di 6 mesi). L’arbitrarietà di  questa definizione 

dipende, oltre che dall’intervallo tra i test, dal fatto che non si 

conosca la storia naturale dell’infezione rispetto al momento in cui 

viene eseguito il test. Una stima più realistica do vrebbe basarsi su 

studi che prendono in considerazione solo infezioni  incidenti. 

Considerando la difficoltà di una definizione tempo rale univoca di 

persistenza, il concetto andrebbe modificato come t empo di esposizione 

dell’epitelio al virus ad alto rischio sufficiente a iniziare un’azione 

oncogena. L’altra possibile debolezza di una rileva zione di persistenza è 

il reale significato di un test negativo, cioè di r eale eliminazione del 

virus, di una presenza quantitativamente non rileva bile con uno specifico 
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metodo o di passaggio a uno stato di latenza dal qu ale può riapparire 

successivamente.   

Complessivamente l’elevata prevalenza e la breve du rata della maggior 

parte dei casi indicano che l’infezione da HPV è un  evento estremamente 

comune e, nella grande maggioranza dei casi, privo di conseguenze. Però, 

sebbene avvenga raramente, gli studi sulla storia n aturale del carcinoma 

della cervice uterina hanno mostrato che l’infezion e da tipi di HPV 

oncogeni può portare allo sviluppo di lesioni intra epiteliali di basso ed 

alto grado. Le lesioni di alto grado se non trattat e possono progredire 

verso il cervicocarcinoma. 

L’infezione con il virus rappresenta la causa neces saria ma non 

sufficiente per lo sviluppo del tumore della cervic e uterina [59]. Altri 

cofattori sono necessari per la persistenza dell’in fezione e la 

progressione verso lesioni neoplastiche. 

I fattori che determinano la transizione da infezio ne latente ad 

infezione subclinica sono ignoti, benché alla base vi siano complesse 

interazioni tra ospite, virus ed agenti ambientali.  

Le lesioni displastiche sono più frequentemente loc alizzate in prossimità 

della giunzione squamo-colonnare, la zona della cer vice uterina di 

transizione tra l’epitelio squamoso che riveste l’e socervice, le pareti 

vaginali e l’epitelio colonnare che riveste l’endoc ervice. A conferma 

dell’importanza della giunzione sta il fatto che le  infezioni da HPV di 

tipo oncogeno sono rilevate in maniera pressoché si mile in campioni 

vaginali e cervicali, eppure il cancro cervicale è il secondo tumore 

femminile a livello mondiale, mentre il tumore dell a vagina rimane più 

raro [60].  

Nonostante ciò meno dell’1% delle donne con un’infe zione persistente con 

un genotipo dell’HR- clade  sviluppa un tumore cervicale dopo un intervallo 

medio di 15 anni [61].  

Nel 2011 l’Agenzia Internazionale della Ricerca sul  Cancro (IARC, 

International Agency for Research on Cancer ) ha stabilito la nuova 

classificazione degli HPV mucosali-genitali valutat a non solo in rapporto 

al grado di lesione intraepiteliale squamosa ( Squamous Intraepithelial 

Lesion, SIL) e al grado di alterazioni neoplastica intraepitel iale 

cervicale ( Cervical Intraepithelial Neoplasia, CIN) predisponente allo 

sviluppo del tumore maligno, ma anche tenendo in co nsiderazione la 

similarità genetica fra i diversi genotipi di HPV ( Tabella 1)[62].  
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HPV: nuova classificazione (IARC 2011)  

Gruppo 1 Cancerogeni per l’uomo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 

Gruppo 2A 
Probabilmente cancerogeni 

per l’uomo 
68  HR-clade 

Gruppo 2B 
Possibilmente cancerogeni per 

l’uomo 
26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97 

LR Gruppo 3 
Non classificabili come 
cancerogeni per l’uomo 

6, 11, 28, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 57, 61, 62, 71, 72, 
74, 81, 83, 84, 86, 87, 89 

  
Tabella 1: Nuova classificazione IARC dei genotipi di Papill omavirus umani 
mucosali secondo il loro rischio oncogeno (IARC Mon ography 100B, 2011). 
 
Persone che si infettano con genotipi virali dell’H R- clade  e che non 

riescono ad eliminare il virus entro alcuni mesi da l contagio, sviluppano 

un’infezione subclinica produttiva, in cui il virus  è in grado di 

replicarsi indipendentemente dalla divisione cellul are. Essa si manifesta 

con coilocitosi, atipia nucleare e comparsa di lesi oni polimorfiche a 

carico del tratto genitale inferiore, la cui diagno si richiede 

un’indagine citologica e/o endoscopica. Nella maggi or parte dei casi si 

tratta di patologie benigne non associate allo svil uppo di forme tumorali 

gravi. Dopo circa 3 mesi dall’inizio dell’infezione  produttiva, si 

assiste all’insorgere di una risposta immunitaria: in circa il 20-30% 

degli individui infetti si ha remissione, nel 60% r emissione clinica e 

nel restante 20% si nota una certa refrattarietà al l’attacco immune. Dopo 

circa 9 mesi si può osservare o la remissione dell’ infezione, oppure un 

peggioramento delle lesioni HPV-correlate dovuto al la persistenza del 

virus nella cellula ospite. La persistenza dell’inf ezione, infatti, 

aumenta notevolmente il rischio di sviluppare una n eoplasia. Nelle fasi 

tardive dell’infezione, può verificarsi l’integrazi one del DNA virale nel 

genoma dell’ospite; tale processo determina l’espre ssione costitutiva 

delle oncoproteine E6 ed E7, dovuta alla mancata re golazione di E2, perso 

nell’integrazione, risultante nell’alterazione del ciclo cellulare e 

nell’instabilità genomica.  

Persistenza e progressione virale sono state preval entemente associate a 

due componenti: il tipo di HPV, ed in particolare l e proprietà 
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intrinseche delle sue proteine oncogene E6/E7 di in teragire con gli 

oncosoppressori p53/pRb e le proprietà dei genotipi  virali di evadere la 

risposta immunitaria. 

 

La maggiore attività oncogena dei genotipi ad alto rischio è correlata 

alla maggiore efficienza delle proteine virali di l egare e frammentare le 

proteine oncosoppressorie p53 e pRb, che di norma, inibendo le chinasi 

ciclina-dipendenti, rallentano il ciclo cellulare i n corso di danno 

genotossico permettendo in una fase G1 prolungata l a riparazione del DNA 

prima della sua replicazione. La rimozione/riduzion e del pool 

intracellulare degli oncosoppressori comporta l’acc umulo di mutazioni e 

alterazioni genomiche con graduale progressione neo plastica [51].  

In relazione invece alla capacità dei tipi virali a d alto rischio di 

evadere il sistema immunitario, i geni virali E6 e E7 stimolano le 

cellule epiteliali capaci di sopprimere la risposta  immune locale; 

inoltre il virus ha imparato ad esprimere i suoi ge ni solo nelle cellule 

terminali differenziate che hanno finito di divider si. Di conseguenza, le 

proteine virali sono espresse in grandi quantità so lo nelle cellule 

superficiali dell’epitelio, mentre le cellule negli  strati più profondi 

esprimono solo bassi livelli di geni virali. Questo  meccanismo di 

replicazione permette al virus di nascondere se ste sso, usando i normali 

meccanismi di differenziazione dell’epitelio infett ato e rende difficile 

l’induzione di un’efficiente e durevole risposta im munitaria all’iniziale 

infezione virale. Per questo motivo, un’infezione p regressa con un tipo 

di HPV ad alto rischio potrebbe non garantire l’imm unità nei confronti di 

un’infezione successiva [56]. 

 

FATTORI DI RISCHIO CHE INTERVENGONO PER L ’ ACQUSIZIONE DELL’ INFEZIONE 

I fattori di rischio che intervengono a livello del l’acquisizione 

dell’infezione sono per lo più legati ai comportame nti dell’ospite. 

Questi comprendono i comportamenti sessuali (età di  esordio, elevato 

numero di partner e promiscuità sessuale), i livell i di igiene, il 

livello di istruzione, l’utilizzo o meno del preser vativo, la 

circoncisione. 

Il contatto sessuale con un partner infetto e la pr esenza di microlesioni 

nella mucosa o nella cute sono elementi necessari p er la trasmissione. È 

quindi presumibile che l’elevato numero di partner e la promiscuità 

sessuale incrementino il rischio di contagio [63, 6 4]. 
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L’uso del preservativo, anche se non garantisce una  completa protezione 

da tutte le infezioni, sembra diminuire il rischio di trasmissione e di 

conseguenza ridurre le lesioni HPV correlate e le i nfezioni persistenti 

[65].  

È stato ipotizzato che anche la circoncisione riduc a il rischio di 

acquisizione di HPV [66].  

 

FATTORI DI RISCHIO COINVOLTI NELL ’ EVOLUZIONE DELLA PATOLOGIA 

I fattori di rischio coinvolti nell’evoluzione dell a patologia sono 

l’efficienza della risposta immunitaria dell’ospite , la suscettibilità 

genetica e le caratteristiche del virus infettante.  

Per quanto riguarda le caratteristiche del virus, q ueste comprendono il 

tipo di virus infettante, la presenza di infezioni multiple, la presenza 

di varianti maggiormente oncogeniche, la carica vir ale e l’integrazione 

nel genoma dell’ospite.  

Esistono anche dei co-fattori correlati allo svilup po delle neoplasie 

ano-genitali quali l’alcool, il fumo, la presenza d i co-infezioni con 

altri agenti patogeni e l’immunodepressione [63, 64 ]. 

Il fumo viene considerato un fattore predisponente per le neoplasie ano-

genitali [67] in quanto derivati nicotinici (conten enti sostanze 

cancerogene) sono stati rinvenuti a livello delle m ucose [68], ed è ormai 

noto che il tabacco riduce le funzioni del sistema immunitario 

contribuendo al processo di cancerogenesi. 

Il rischio di infezione aumenta in presenza di co-i nfezioni con altri 

agenti infettivi quali Herpes Simplex Virus, Chlamydia trachomatis, 

Pneumocystis jiroveci, Candida spp  e Molluscum contagiosum virus [69, 

70]. I soggetti infettati con il virus dell’immunod eficienza umana (HIV) 

sono particolarmente suscettibili a tale infezione.  In aggiunta, la 

precarietà del sistema immunitario può determinare l’instaurarsi di 

un’infezione persistente, come risultato di una man cata guarigione di 

un’infezione primaria. Pertanto, nei soggetti siero positivi, sia a 

seguito dell’infezione da tipi virali di HR-HPV (in  particolare HPV-16), 

sia a causa della compromissione dell’immunità cell ulo-mediata, il 

rischio di sviluppare neoplasie risulta 5 volte mag giore rispetto alla 

popolazione HIV-negativa.   
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ASPETTI IMMUNOLOGICI  

La trasmissione mucosale del Papillomavirus umano d a persona a persona e 

la successiva diffusione locale da cellula a cellul a durante i normali 

processi di desquamazione (senza effetto citopatico  o lisi cellulare) 

rendono complesso il contenimento immunologico dell e infezioni e modesto 

il ruolo dell’immunità umorale; pertanto è prevalen temente la risposta 

cellulare a determinare un contenimento efficace de ll’infezione e delle 

lesioni displastiche/neoplastiche ad essa associate . 

L’immunità cellulo-mediata è importante per elimina re le cellule infette 

e per la generazione della memoria immunitaria. Per tanto è associata con 

la regressione della lesione e la protezione contro  un’ulteriore 

infezione con lo stesso genotipo. Particolarmente r ilevante è l’immunità 

cellulo-mediata diretta contro i prodotti degli onc ogeni virali E6 e E7, 

la cui espressione è responsabile delle lesioni cro niche che evolvono 

verso il carcinoma cervicale [71, 72].  

L’efficacia della risposta immunitaria cellulo-medi ata è influenzata da 

diversi parametri, tra cui la carica virale, il gen otipo infettante e le 

caratteristiche dell’ospite. 

La risposta umorale anticorpale elimina le particel le virali libere, 

prevenendo l’ancoraggio del virus alle cellule epit eliali. È 

principalmente diretta contro gli epitopi conformaz ionali della proteina 

maggiore del capside, L1, presenti sulla superficie  esterna della 

particella virale intatta ed è tipo-specifica, cioè  specifica per ogni 

tipo di HPV [73, 74]. L’immunità umorale è generata  in circa il 60% degli 

individui infettati [71] limitata nel tempo (<36 me si), non protettiva e 

in ogni caso il titolo degli anticorpi neutralizzan ti è basso [75]. 

Quindi teoricamente una re-infezione con lo stesso genotipo è possibile.  
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1.4.  PATOLOGIE CORRELATE ALL’ INFEZIONE DA HPV 

 

Le manifestazioni cliniche dell’infezione virale da  HPV dipendono dalla 

sede della lesione e dal tipo di virus infettante. I tipi oncogeni di 

HPV, infatti, oltre ad essere responsabili della to talità dei 

cervicocarcinomi, sono responsabili di oltre il 40%  dei tumori dei 

genitali esterni (vulva, vagina e pene) e il 90% de i tumori all’ano [76]. 

 

PATOLOGIE CUTANEE 

Gli HPV associati ad infezioni cutanee non genitali  causano lesioni 

verrucose benigne, come verruche comuni, plantari e  planari. In 

percentuale minore essi sono correlati a patologie maligne, tra cui 

l’epidermodisplasia verruciforme (EV) [77]. 

 

PATOLOGIE DELLE MUCOSE 

Gli HPV associati ad infezioni mucosali sono in gra do di infettare le 

mucose del tratto ano-genitale, quelle del tratto r espiratorio, della 

cavità orale e della congiuntiva. Le infezioni con HPV ad alto rischio 

oncogeno sono in grado di progredire verso forme cl iniche maligne, tra 

cui il carcinoma del tratto respiratorio e della ca vità orale, il 

carcinoma verrucoso di Brusche-Löwenstein , la neoplasia intraepiteliale 

vulvare (VIN) e vaginale (VAIN), il carcinoma vagin ale (VC) e cervicale 

ed il cancro anale e penile. 

Fra le più comuni manifestazioni cliniche correlate  alle infezioni delle 

mucose genitali troviamo manifestazioni benigne, co me i condilomi, e 

manifestazioni maligne, come il carcinoma della cer vice uterina. 

 

I  CONDILOMI 

I condilomi rappresentano le manifestazioni clinich e benigne a maggior 

prevalenza e colpiscono circa l’1-2% della popolazi one sessualmente 

attiva [78]. Essi possono interessare sia le region i ano-genitali, sia 

l’apparato respiratorio. Le infezioni genitali sono  generalmente 

associate ad HPV-6 ed 11, coinvolti rispettivamente  per il 60% e il 30%; 

un’inversione di percentuale si riscontra, invece, in forme di 

papillomatosi della laringe [79].  

A livello macroscopico, i condilomi acuminati si pr esentano sottoforma di 

papule, noduli singoli o multipli, in grado di prog redire fino ad 
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assumere la caratteristica di grosse placche dall’a spetto simile a quello 

di un cavolfiore. 

Una rara forma di condiloma acuminato ano-genitale è rappresentato dal 

condiloma gigante, o sindrome di Buschke-Löwenstein , considerato un 

carcinoma verrucoso. Questa patologia si presenta c ome ammassi di 

condilomi acuminati giganti che raramente danno ori gine a metastasi. In 

tutti i tumori indagati è stato rilevato acido nucl eico sia di HPV-6 sia 

di HPV-11 [80]. 

Un particolare tipo di condilomatosi è quello assoc iato a condilomi 

piatti (neoplasia squamosa intraepiteliale). Essi r appresentano le 

lesioni più comuni rilevabili a livello cervicale, anche se facilmente 

riscontrabili sulla mucosa vulvare, anale e dei gen itali maschili. 

Appaiono come formazioni simili a placche dal color e bianco. 

A livello microscopico è possibile riconoscere alte razioni coilocitiche 

(dal greco koilos : vuoto) delle cellule, caratterizzate da 

vacuolizzazione citoplasmatica perinucleare, atipie  e pleiomorfismo 

nucleare [81, 82]. 

L’architettura generale del tessuto condilomatoso s i presenta 

generalmente con integrità della membrana basale (f ino allo sviluppo del 

carcinoma in situ ), frequenti mitosi, infiltrazioni stromali di leuc ociti 

non nucleati, acantosi e ipercheratosi degli strati  superficiali. 

 

I L CARCINOMA DELLA CERVICE UTERINA 

Il carcinoma cervicale è il primo cancro a essere r iconosciuto dall’OMS 

come totalmente riconducibile a un’infezione [83]. Il carcinoma della 

cervice è infatti causato dall’infezione genitale d a HPV e si posiziona 

al secondo posto tra i tumori femminili, dopo il tu more del seno. Ciò che 

differenzia principalmente la gravità della patolog ia è il coinvolgimento 

di HPV ad alto rischio, la persistenza e la possibi le integrazione di 

HPV-DNA nel genoma della cellula ospite. 

Le neoplasie intraepiteliali cervicali ( Cervical Intraepithelial 

Neoplasia, CIN), secondo il sistema di classificazione istopat ologica 

dell’OMS sono caratterizzate da alterazioni che van no dalla displasia 

lieve (CIN 1) alla displasia moderata (CIN 2) alla displasia severa e al 

carcinoma in situ (CIS) (entrambe definite CIN 3) [83].  La nomenclatura 

citologica delle lesioni cervicali è rimasta a lung o confusa, 

determinando problemi di confrontabilità dei risult ati degli studi 

scientifici e delle procedure diagnostiche e clinic he. Pertanto, è stato 
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proposto un sistema revisionato di nomenclatura not o come “ The Bethesda 

System ” [84]. 

Le lesioni intraepiteliali squamose sono state clas sificate come “di 

basso grado” ( Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL), che 

includono la CIN 1 e le lesioni condilomatose, e “d i alto grado” ( High-

grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL), che includono lesioni 

precedentemente classificate come CIN2 e CIN3 (Figu ra 4 ) . 

 

 

 

Figura 4: Modificazioni epiteliali associate all’infezione da HPV 
( www.drstandley.com ). 
 

In questo sistema, cellule squamose atipiche ( Atypical Squamous Cell, 

ASC) vengono classificate “di significato indetermi nato” (“ of 

Undeterminated Significance ”, ASCUS) o “che non possono escludere HSIL” 

(“ cannot exclude HSIL ”, ASC-H). E’ stato dimostrato che la maggior parte  

delle infezioni sono transienti e che la persistenz a è un importante 

fattore di rischio per lo sviluppo di neoplasie del la cervice. 

Regressioni spontanee delle lesioni displastiche (C IN 1 e CIN 2) sono 

state riportate nell’80% delle donne di età inferio re a 35 anni ed in 

circa il 40% delle donne in età avanzata [85]. La p ersistenza, spesso 

legata al tipo di HR-HPV infettante, è indice di al to rischio di 

progressione tumorale. 

Nei casi di progressione delle lesioni intraepiteli ali, è stato stimato 

che sono necessari 4-5 anni, fino ad un massimo di 7, per la transizione 

da displasia lieve a displasia severa, 9-10 anni pe r la transizione da 

CIN 3 a carcinoma sub-clinico ed altri 5 anni per l a progressione a forme 

di carcinoma cervicale invasivo. La progressione no n prevede 

necessariamente un passaggio obbligato in tutti e 3  gli stadi. Sono stati 
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infatti documentati casi di sviluppo di CIN 3 senza  una precedente 

lesione di basso grado. Molte LSIL non progrediscon o ad HSIL e soltanto 

l’1% progredisce a cancro invasivo.  

Una meta-analisi di 64 studi che prende in consider azione oltre 15.000 

casi di CIN e 274 di carcinoma, e finalizzata allo studio della storia 

naturale di CIN, ha evidenziato che il 57% dei sogg etti presentanti CIN 1 

andava incontro a regressione, il 32% manifestava l esioni persistenti, 

con una progressione verso il carcinoma in situ (CIS) dell’11% e verso il 

cancro cervicale invasivo ( Invasive Cervical Cancer , ICC) dell’1%. Nei 

soggetti con CIN 2 le lesioni regredivano nel 43% d ei casi, persistevano 

nel 35% e progredivano nel 27% dei casi (22% verso CIS e 5% verso ICC); 

infine, i soggetti con CIN 3 mostravano una ridotta  capacità di 

regressione (32% dei casi) ed un’aumentata persiste nza del virus (<56%) 

che sfociava in una progressione verso il carcinoma  cervicale invasivo 

(>12%) [86].  

Si è osservato che in tutti i tumori positivi per H PV-16, il genoma 

virale si presentava o in forma integrata oppure in  entrambe le forme 

(episomale ed integrata). In particolare, nelle co- infezioni con HPV-18, 

il genoma di HPV-16 è stato ritrovato principalment e nello stato 

episomico. Diversamente, nelle infezioni singole da  HPV-16, la forma più 

frequente è risultata essere quella integrata. Tale  evidenza suggerisce 

una sorta di competizione per il sito di integrazio ne genomica. 

L’integrazione di HPV-16 è associata in modo signif icativo 

all’invasività. Le forme integrate di HPV-16 sono p iù frequenti nelle 

forme tumorali invasive, mentre in forme pre-invasi ve è più facile 

l’identificazione di HPV-16 nel suo stato episomico . L’integrazione 

completa di HPV-18 in tutti i tipi di tumore, anche  in lesioni pre-

neoplastiche, indica un comportamento diverso nelle  trasformazioni a 

livello genitale e riflette una maggiore aggressivi tà, intesa come 

maggiore velocità della progressione tumorale. È da  sottolineare, 

comunque, che l’integrazione del genoma non sia obb ligatoriamente 

coinvolto nella trasformazione in senso maligno. 
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1.5.  VIE DI TRASMISSIONE  

 

HPV utilizza diverse vie per assicurarsi il contagi o e la propagazione 

nell’ospite. L’infezione è fortemente condizionata dall’equilibrio che si 

instaura fra ospite, ambiente ed agente infettante [87]. Il virus 

dell’HPV si contrae principalmente a seguito di con tatto diretto, sia di 

tipo cutaneo, per quanto riguarda le infezioni cuta nee, sia di tipo 

sessuale, per quanto riguarda le infezioni a livell o delle mucose 

genitali. Può seguire anche una trasmissione di tip o verticale da madre a 

figlio durante la gravidanza o durante il parto [88 ]. La trasmissione 

attraverso contatti genitali non penetrativi è rara  ma possibile. L’uso 

del preservativo riduce del 60% [89] il rischio di trasmissione ma non è 

completamente protettivo [90]. La principale malatt ia causata da HPV ed 

espressa clinicamente alla nascita è la papillomato si respiratoria (RP) 

imputabile ad HPV-6 e HPV-11 [91, 92].  

Un tipo di trasmissione di non facile documentazion e, ma responsabile di 

alcuni casi di esposizione non sessuale, è quella p er fomiti, ossia per 

contagio indiretto attraverso oggetti contaminati q uali asciugamani, 

biancheria intima, lettini per l’abbronzatura, mani glie di porte o, 

ancora, tramite strumentazioni ad uso medico. 
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1.6.  EPIDEMIOLOGIA DELL ’ INFEZIONE DA HPV  

Numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato una relazione causale tra 

l’infezione da HPV genitali ed alcuni tumori nella regione ano-genitale, 

in particolare quello della cervice uterina [93]. I l DNA di HPV è stato 

rilevato in percentuali del 100% nei carcinomi cerv icali, del 40% nei 

tumori del pene/vulva/vagina rispettivamente, del 9 0% nei carcinomi 

anali, del 12% nei carcinomi orofaringei e del 3% d ei carcinomi della 

bocca (Tabella 2) [89, 94].  

 

 
Tabella 2: Tumori associati ad infezioni da HPV nei Paesi in dustrializzati e nei 
Paesi in via di sviluppo nel 2002 (M. Stanley, Gyne cologic Oncology 117 (2010); 
S5-S10). 
 

Tra tutti i tumori, il carcinoma invasivo della cer vice uterina è il più 

comune a livello mondiale e, nelle donne è collocat o al secondo posto 

dopo quello del seno [95, 96] con oltre 530.000 nuo vi casi l’anno e 

275.000 morti [97]. Circa l’80% dei casi di carcino ma invasivo della 

cervice uterina si verifica nei Paesi in via di svi luppo, dove il rischio 

di infezione è molto alto e risulta problematica l’ introduzione di 

programmi di screening. Nell’Unione Europea si stim ano annualmente 34.000 

nuovi casi e 16.000 decessi [98]. Il tasso di morta lità è molto 

disomogeneo: il più alto in Romania (13,7/100.000) e il più basso in 

Finlandia (1,1/100.000). In Italia, i dati dei regi stri nazionali tumori 

relativi al 1998-2002 mostrano che ogni anno si han no circa 3400 nuovi 

casi incidenti della cervice con circa 1200 decessi  [99]; il tasso 

d’incidenza è di circa 8/100.000 donne e si trova i n linea con gli altri 

Paesi del Nord-Europa [100].  

A livello mondiale, il dato di prevalenza dell’infe zione risulta compreso 

tra il 19,7% ed il 39% nelle giovani donne con età tra 18-26 anni [100, 

101]. 

Studi italiani di recente pubblicazione, confermano  questo dato. In uno 

studio condotto su 3000 donne di diverse regioni it aliane nella fascia 
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d’età tra 18-24 anni viene stimata una prevalenza d el 23,7% [102]. Per 

quanto riguarda invece la fascia di adolescenti con  età inferiore ai 18 

anni i dati in letteratura sono scarsi, probabilmen te anche a causa delle 

maggiori difficoltà nel reclutamento del campione d a studiare. Per questo 

motivo non esistono al momento stime accurate circa  la prevalenza di HPV 

in questa popolazione. Tuttavia, sono stati condott i alcuni studi di 

prevalenza su gruppi di adolescenti afferenti a cen tri di screening per 

le IST. Tali studi riportano valori di prevalenza d ell’infezione da HPV 

tra il 28,2% ed il 34,2% [103, 104].   

Riguardo i genotipi di HPV circolanti in Italia, ne lla quasi totalità 

degli studi effettuati in donne HPV-DNA positive, H PV-16 risulta essere 

il prevalente, tra i tipi HR, con frequenze tuttavi a molto variabili, dal 

9 al 61% in rapporto alla popolazione analizzata ed  al grado di displasia 

diagnosticato [105-107]. 

Una meta-analisi pubblicata nel 2007 [108] che ha i ncluso 130 studi sul 

cancro invasivo della cervice uterina, ha rilevato la presenza 

dell’infezione di HPV nell’87% dei casi di cervicoc arcinoma, variando 

dall’86% in Europa, Asia e Nord America al 94% in A frica.  

Da questa meta-analisi HPV-16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58 risultano 

essere i genotipi più comuni riscontrati nei tumori  [89, 109, 110]. 

Infatti, si è riscontrato che HPV-16 e HPV-18 sono responsabili del 70% 

dei tumori della cervice (dal 65% nell’America Cent rale e Meridionale al 

76% nell’America del Nord): in particolare HPV-16 è  riscontrato nel 55% 

di CC (dal 52% in Asia la 58% in Europa) e HPV-18 n el 12,8% (dal 13% in 

America del Sud e Centrale al 22% in America del No rd). In Asia invece 

HPV-58, 52 e 33 sono i tipi maggiormente presenti n ei tumori rispetto 

agli altri continenti (Figura 5).  

Per quanto riguarda gli adenocarcinomi della cervic e il 48% è 

attribuibile a HPV-16 e il 36% ad HPV-18 [89]. Nell e lesioni citologiche, 

HPV è riscontrato nell’85% delle HSIL e nel 71% del le LSIL [111] (Figura 

5). 
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Figura 5: prevalenza tipo-specifica di HPV nella citologia normale, nelle 
lesioni di alto grado e nei carcinomi cervicali inv asivi (M. Stanley, 
Gynecologic Oncology 117 (2010); S5-S10). 
 
La stima mondiale di prevalenza dell’infezione da H PV è pari a circa il 

10,2% in donne con citologia normale, con ampie dif ferenze regionali e 

maggiore prevalenza in Africa (22,1%) [112, 113]. I l picco di prevalenza 

maggiore dell’infezione si raggiunge nelle donne di  25 anni (in media 

16,9%): oltre tale età la prevalenza inizia a dimin uire. In alcuni studi 

si è osservato un secondo picco nella fascia di età  45-54 (Figura 6). 

Non è chiaro a cosa sia dovuto il secondo picco di prevalenza 

dell’infezione da HPV in donne con citologia normal e nel periodo peri-

menopausale; l’acquisizione di nuove infezioni da H PV dovute a modifiche 

dello stile di vita in queste fasce d’età e la riat tivazione di infezioni 

latenti a seguito dell’invecchiamento del sistema i mmunitario sono tra le 

possibili motivazioni.  

Un articolo pubblicato nel 2009 riporta dati di pre valenza dell’infezione 

da HPV nella popolazione generale femminile dell’Un ione Europea (UE), 

ottenuti selezionando 18 studi condotti in 14 Paesi  [114]. Da tale lavoro 

emerge un’importante variabilità tra gli Stati euro pei, con un tasso 

grezzo di prevalenza dell’infezione da HPV che va d al 3% in Spagna e 

Grecia al 15% in Danimarca, Regno Unito, Irlanda, F rancia e Belgio. Le 

infezioni da HPV-16 e/o 18 rappresentano il 29,8% e  il 12% delle donne 

positive per HPV ad alto rischio. Standardizzando p er età, i tassi di 
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prevalenza di infezioni da HPV ad alto rischio onco geno variano da 1,7% 

in Spagna al 12,5% in Belgio in donne di 30-64 anni . 

Per quanto riguarda la prevalenza dell’infezione da  HPV in Italia, i dati 

disponibili su donne di età compresa tra 17-81 anni , afferenti a 

programmi di screening organizzato o ad ambulatori per controlli 

ginecologici di routine, si attestano fra il 6,5% e  il 16%. In donne con 

citologia normale, in presenza di displasia severa o carcinoma, il dato 

si attesta al 35-63% e 80-96% rispettivamente [115] . 

Il picco di prevalenza si evidenzia nella fascia di  età compresa tra i 14 

e i 25 anni; l’infezione si contrae infatti poco do po l’esordio sessuale, 

data la via di trasmissione e l’ampia diffusione de l virus [85, 106]. Il 

tasso decresce poi con l’aumentare dell’età, in qua nto la risposta 

immunitaria specifica è in grado di prevenire le po ssibili infezioni 

future [107, 108, 109]. 

 

 

 
Figura 6: prevalenza a livello mondiale dell’infezione genitale di HPV i n donne 
con citologia normale nelle diverse fasce d’età. 
 

Riguardo i genotipi di HPV circolanti in Italia, ne lla quasi totalità 

degli studi effettuati in donne HPV-DNA positive, H PV-16 risulta essere 

il prevalente, tra i tipi HR, con frequenze tuttavi a molto variabili, dal 
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9 al 61% in rapporto alla popolazione analizzata ed  al grado di displasia 

diagnosticato [55, 115, 120].  
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1.7.  METODI DIAGNOSTICI PER L ’ IDENTIFICAZIONE DELL ’ INFEZIONE 

DA HPV 

 

La diagnosi di infezione genitale da HPV include l’ evidenza clinica, 

quella citologica, microscopica e la ricerca del ge noma virale. 

La diagnosi su base clinica è un approccio estremam ente aspecifico per 

riconoscere un’eventuale infezione da HPV in quanto  nella maggior parte 

dei casi (eccetto che per verruche e condilomi) le infezioni sono 

invisibili ad occhio nudo. 

Le lesioni displasiche, che possono precedere la fo rma in situ del 

tumore, la quale a sua volta può precedere la forma  invasiva, necessitano 

per la loro identificazione di un’indagine citologi ca e colposcopica [27, 

60]. 

 

I NDAGINE CITOLOGICA  

Anomalie citologiche associate all’infezione da HPV  a livello delle 

regioni anali e genitali sono rilevabili tramite es ecuzione del test 

citologico condotto su cellule esfoliate dell’epite lio squamoso di 

suddette regioni [20]. Tali cellule vengono preleva te con una spatola, 

strisciate su un vetrino e, dopo opportuna colorazi one, osservate al 

microscopio ottico [27].  

In tal modo è possibile identificare quei cambiamen ti morfologici che le 

cellule infette con HPV mostrano: un alone perinucl eare ed un aumento 

della densità del citoplasma, cambiamenti nella for ma e nella dimensione 

sia del citoplasma che del nucleo, con ipercromasia  di quest’ultimo. Tali 

modificazioni cellulari sono note come “atipia coil ocitica” (Figura 7)  

[121, 122]. 

 

 

 
 

 

Figura 7. Immagine al microscopio 
ottico di cellule infette con HPV 
che mostrano un citoplasma chiaro e 
nuclei dilatati 
(www.sciencephotolibrary.com ). 
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Le anomalie cellulari diagnosticabili possono rient rare in quattro 

categorie secondo la classificazione Bethesda 2001 : ASC (cellule squamose 

atipiche), di significato indeterminato (ASCUS) o c he non possono 

escludere H-SIL (ASC-H); L-SIL, H-SIL e carcinoma ( Tabella 3)  [84]. In 

tal modo è possibile individuare una lesione precan cerosa o già 

carcinomatosa. 

 

Esito del Pap-test Interpretazione 

Negativo Non sono presenti alterazioni citologiche 

ASC-US 
(Atypical Squamous 

cells of 
Undetermined 

Significance) 

Cellule squamose con atipie di significato indeterm inato 

ASC-H 
(Atypical Squamous 

cells 
cannot exclude H-SIL) 

Atipie di significato indeterminato, possibile 
displasia di alto grado 

L-SIL 
(Low-grade Squamous 

Intraepithelial 
lesions) 

Displasia di basso grado 

H-SIL 
(High-grade squamous 

intraepithelial 
lesions) 

Displasia di alto grado 

Carcinoma 
Carcinoma a cellule squamose invasivo. Carcinoma gh iandolare 

invasivo (adenocarcinoma). 

     

Questa metodica presenta, tuttavia, un alto tasso d i falsi negativi che 

si aggira intorno al 20%: di questi i 2/3 sono attr ibuibili ad errori di 

campionatura (raschiamento inadeguato), mentre 1/3 ad una non corretta 

interpretazione [123, 124]. Oltre ad essere moderat amente accurata, non 

raggiunge elevati valori di sensibilità e specifici tà: da una meta-

analisi su 62 studi è stata stimata una sensibilità  del 58% (range 11-

99%) ed una specificità del 68% (range 14-97%) [125 ]. 

Per risolvere alcuni di questi problemi si è cercat o di aumentare 

l’efficacia di tale test, migliorando le tecniche d i campionamento e di 

allestimento dei preparati; sono stati così introdo tti, da circa 10 anni, 

metodi citologici in fase liquida (citologia su str ato sottile), da usare 

in alternativa al Pap-test: il ThinPrep® è il più d iffuso di questi 

metodi. Quest’ultimo prevede che il materiale esfol iato sia raccolto in 

un flacone contenente una soluzione conservante e, successivamente, 

Tabella 3. Significato dell’esito del Pap-test secondo la clas sificazione 
Bethesda 2001. (Solomon et al. JAMA 2002; 2114-2119 ). 
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processato tramite un sistema automatizzato che per mette: 1) la 

dispersione cellulare, per assicurare l’omogeneità del campione, 2) la 

separazione delle cellule da sangue, muco e detriti , 3) il trasferimento 

delle cellule su una membrana filtro e, 4) la depos izione delle cellule 

su un vetrino così da formare uno strato sottile. C on tale metodo si 

ottiene un campione rappresentativo, privo di eleme nti oscuranti, e 

quindi un vetrino chiaro, uniforme ed riproducibile  [123]. 

Studi clinici confermano la superiorità del ThinPre p® rispetto al Pap-

test convenzionale, esso, infatti, ha la potenziali tà di ridurre 

significativamente la percentuale di risultati non soddisfacenti al Pap-

test, di aumentare l’individuazione di L-SIL (del 5 0%) e di H-SIL (del 

18%) ed infine di ridurre il numero di ASCUS (del 1 5%) in confronto alla 

citologia convenzionale [126-128]. 

 

I NDAGINE MOLECOLARE 

I metodi molecolari utilizzati oggi per la ricerca e tipizzazione del 

virus sono molteplici; essi sono in grado di rileva re la presenza del DNA 

virale a partire dai campioni biologici (prelievo c itologico) e possono 

fornire informazioni sulla presenza di HPV ad alto e basso rischio  

oncogeno o di uno o più genotipi specifici [129, 13 0]. Sono test diretti 

che, nella popolazione femminile, risultano caratte rizzati da elevata 

sensibilità e specificità; nella popolazione maschi le le difficoltà 

associate alla raccolta del campione biologico da e saminare determinano 

un maggior numero di risultati “falsi negativi”. 

I saggi usati sono l’ibridazione molecolare e la re azione enzimatica di 

amplificazione genica ( Polymerase Chain Reaction , PCR). 

Tramite le tecniche di ibridazione è possibile rice rcare il DNA virale 

con sonde molecolari complementari a specifici geno tipi di HPV 

utilizzando il DNA estratto da tessuti fissati o ce llule esfoliate [27]. 

Il test di ibridazione Southern blot, per la sua alta sensibilità (0,1-1 

copie di genoma virale per 100.000 cellule) e speci ficità, per lungo 

tempo è stato considerato il metodo di riferimento per l’identificazione 

di HPV, ma è un metodo lungo, laborioso e richiede una grande quantità di 

materiale [129, 130]. 

L’ ibridazione in situ è l’unico test nel quale il segnale di 

identificazione del genoma virale è visto in relazi one topografica al 

preparato istologico o citologico; con la possibili tà di visualizzare 

anche una sola cellula infetta, ha una sensibilità di 20-50 copie di 
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genoma virale per cellula e permette anche l’identi ficazione di diversi 

tipi virali [129, 130]. 

Il saggio molecolare Hybrid Capture 2 (test HPV HC2, Qiagen, Germany) si 

basa su una ibridazione in soluzione tra DNA virale e sonde a RNA 

specifiche per 18 tipi di HPV (13 ad alto rischio: 16, 18, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68; e 5 a basso rischio : 6, 11, 42, 43, 44), 

e permette di differenziare gli HPV a basso rischio  da quelli ad alto 

rischio mediante tecnologia di amplificazione del s egnale in 

chemiluminescenza [129-133]. Questo saggio è suffic ientemente sensibile 

da identificare 1 pg di HPV-DNA/ml (circa 105 copie  di HPV-DNA/ml). È 

l’unica metodica in commercio approvata dalla Food and Drug 

Administration (FDA) americana per uso clinico [133]; in diversi p aesi è 

utilizzata per distinguere le infezioni da HPV ad a lto o basso rischio 

nel follow up di donne con esito citologico di ASCU S [132, 133]. 

La ricerca di HPV-DNA può essere effettuata anche t ramite PCR, che 

permette di evidenziare il genoma virale amplifican done sequenze 

altamente conservate (L1). Il saggio di PCR permett e di associare elevata 

sensibilità ed elevata specificità nella diagnosi d i infezione da HPV, 

potendo rilevare dalle 10 alle 100 copie di DNA vir ale, rispetto alle 

105-10 6 dei metodi convenzionali; inoltre richiede una pic cola quantità 

di campione ed è in grado di amplificare un ampio n umero di tipi di HPV 

in una singola reazione di amplificazione [134, 135 ]. 

L’identificazione tipo-specifica può essere eseguit a con vari metodi: 

l’ ibridazione inversa ( LIPA ) con sonde tipo-specifiche, la digestione 

dell’amplificato con specifici enzimi di restrizion e ( RFLP), ed il 

sequenziamento nucleotidico dell’amplificato [20, 27]. 

In alternativa potrebbero essere impiegati sistemi di amplificazione 

genica tipo specifici utilizzando coppie di primer specifici per i 

singoli tipi virali [131]. 

 

I recenti avanzamenti nel campo della nanotecnologi a propongono l’uso di 

microchip nelle procedure di identificazione e tipizzazione v irale. Tali 

procedure garantiscono un’elevata sensibilità sopra ttutto nella 

determinazione di infezioni multiple [136, 137]. 

La determinazione quantitativa del DNA virale tramite PCR Real-time , che 

al momento viene effettuato solo nei laboratori di ricerca [138] potrebbe 

avere una utilità clinica. La carica virale si è ri levata essere, 

infatti, un importante fattore di rischio per la pe rsistenza 
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dell’infezione ed il conseguente rischio di svilupp are una displasia 

[139, 140]. Studi confermano la validità di questo approccio sia 

nell’identificazione di lesione cervicale in corso,  che nella selezione 

di pazienti che svilupperanno la lesione durante il  follow-up [50, 141]. 

Vi sono altre metodiche, più adatte alla ricerca ch e all’applicazione 

clinica, le quali determinano se il DNA virale è in tegrato nei cromosomi 

della cellula ospite o se è in stato episomiale uti lizzando come 

marcatore indiretto le misurazioni degli RNA messag geri di E6 ed E7 

[142].  

Studi longitudinali hanno dimostrato la maggior sen sibilità dei test 

molecolari rispetto alla citologia convenzionale ne ll’identificare 

lesioni cervicali di alto grado [141, 142]. Tuttavi a l’elevata frequenza 

di infezioni, soprattutto nelle donne giovani, dest inate alla risoluzione 

spontanea, e quindi prive di qualsiasi valenza clin ica, riduce molto sia 

la specificità sia il valore predittivo positivo de l test molecolare. 

La significatività del test potrebbe allora essere incrementata da altri 

marcatori quali l’identificazione del/dei tipi vira li coinvolti 

nell’infezione, la valutazione quantitativa del DNA  virale, la quota di 

integrazione e l’espressione degli RNA messaggeri d egli oncogeni virali 

[143]. 

L’utilizzo in ambito clinico dei test molecolari pe r l’identificazione 

dei tipi di HPV ad alto rischio, ad oggi, è limitat o al follow-up di 

donne con risultato citologico di ASCUS. Questo per mette di chiarire 

l’interpretazione dei risultati equivoci ed inviare  a colposcopia solo 

quelle pazienti con un’infezione virale ad alto ris chio oncogeno [144, 

145].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 37 

1.8.  STRATEGIE DI PREVENZIONE PER L ’ INFEZIONE DA HPV E PER 

L’ INSORGENZA DEL TUMORE 

 
La prevenzione è importante per ridurre il tasso d’ incidenza delle 

infezioni genitali e, di conseguenza, anche quello delle lesioni e dei 

tumori ad esse associati [126].   

 

PREVENZIONE PRIMARIA 

Esistono strategie che risultano essere probabilmen te efficaci nel 

prevenire il cancro cervicale e le infezioni genita li causate da HPV. 

Queste possono essere effettuate dal singolo indivi duo e da interventi di 

Sanità Pubblica [118]. 

Accertato l’importante ruolo del contatto sessuale come fattore di 

rischio nell’infezione genitale da HPV, le strategi e di prevenzione 

primaria prevedono una serie di comportamenti indiv iduali atti a 

diminuire il rischio di trasmissione del virus da u na persona infetta ad 

una non infetta. Si consiglia, quindi, di evitare i l contatto con 

infezioni genitali, di limitare il numero di partne rs sessuali, di 

prediligere una relazione monogama e di far uso del  preservativo.  

In realtà, da quanto emerso da studi epidemiologici , l’uso del 

preservativo conferisce solo una protezione parzial e [127]; infatti 

l’infezione si può trasmettere anche per contatto d iretto con parti 

intime infette non protette da tale dispositivo [62 ] (è stata dimostrata 

solo una riduzione del 60% del rischio di infezione  se il preservativo 

viene usato in modo corretto e abitudinalmente ) [1 28]. 

La Sanità Pubblica dovrebbe promuovere l’incremento  di test di screening 

tra le donne, promuovere la vaccinazione anti-HPV e  continuare le 

ricerche epidemiologiche e di laboratorio sulle inf ezioni genitali da 

HPV. 

 

STRATEGIA VACCINALE 

Il carcinoma cervicale è una rara conseguenza di un ’infezione dovuta ad 

alcuni tipi di HPV mucosotropici. In termini di San ità Pubblica, 

l’importanza di questa scoperta è paragonabile all’ associazione tra fumo 

di sigaretta e carcinoma polmonare o tra la persist enza di un’infezione 

da epatite B o C con il rischio di carcinoma del fe gato. Infatti, come 
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per l’epatite B, intense ricerche si sono sviluppat e per produrre e 

commercializzare vaccini profilattici diretti contr o specifici tipi di 

HPV in grado di prevenire lesioni pretumorali legat e a infezioni di 

questi tipi e, di conseguenza, ridurre l’insorgenza  di cancri invasivi. 

Sono stati così allestiti dei vaccini preventivi ca paci di stimolare la 

produzione di anticorpi neutralizzanti specifici. T ali vaccini sono 

costituiti dalle Virus Like Particles  (VLPs): particelle simil-virioniche 

prive di capacità infettante costituite dalla prote ina capsidica maggiore 

L1, prodotta in cellule di lievito ( Saccharomyces cerevisiae ) mediante 

tecnologia del DNA ricombinante, in grado di auto a ssemblarsi [146]. È 

stato dimostrato che le VLPs inducono una forte ris posta immunitaria; 

inoltre la protezione da esse conferita è tipo spec ifica, quindi le 

formulazioni vaccinali devono essere polivalenti [1 46-148]. 

I tipi ad alto rischio oncogeno 16 e 18 sono respon sabili di oltre il 70% 

dei carcinomi cervicali. L’immissione in commercio di due vaccini contro 

i genotipi 16 e 18 ha aperto nuove frontiere alla p revenzione. 

In Italia sono in commercio i vaccini Cervarix ® (GlaxoSmithKline) e 

Gardasil ® (Sanofi Pasteur MSD): quest’ultimo protegge anche d ai genotipi 

a basso rischio oncogeno 6 e 11, che causano condil omi [149, 150]. 

L’Italia è stato il primo Paese europeo a pianifica re una strategia di 

vaccinazione pubblica contro il virus HPV: l’Agenzi a per il Farmaco 

(AIFA) e il Consiglio Superiore di Sanità hanno rit enuto opportuno 

vaccinare gratuitamente tutte le ragazze al compime nto dell’undicesimo 

anno di età, trovando il consenso delle Regioni. 

L’approvazione dei vaccini HPV da parte delle maggi ori autorità 

regolatrici mondiali e la successiva commercializza zione sono state più 

rapide rispetto anche alle migliori previsioni. Tal e rapidità è dovuta 

all’elevata efficacia (vicina al 100%) subito emers a nella prevenzione 

delle infezioni e delle lesioni precancerose (CIN) di alto grado 

derivanti dai tipi di HPV presenti nel vaccino stes so [151, 152]. Questo 

ha però determinato la necessità di prendere subito  decisioni anche in 

mancanza di alcune informazioni chiave per l’identi ficazione della 

migliore strategia da attuare, come ad esempio la d urata della protezione 

e l’efficacia nelle donne già infettate da HPV. 

Ovviamente, la durata della protezione è nota solo per il tempo di 

osservazione disponibile negli studi clinici. Quest a incertezza ha 

portato a scegliere un’età anteriore all’inizio dei  rapporti sessuali, ma 

non troppo precedente ad essi (cioè 11-12 anni) com e la migliore per 
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organizzare campagne di immunizzazione di massa. Il  meccanismo di azione 

del vaccino è legato alla neutralizzazione del viru s quando è ancora 

libero in vagina, prima della sua penetrazione nell e cellule 

dell’apparato genitale. Come ci si attendeva, non è  pertanto stato 

riscontrato alcun effeto favorevole nelle donne che  sono state vaccinate, 

per infrazione involontaria ai criteri d’inclusione  negli studi clinici 

controllati, quando erano già infettate dai tipi di  HPV contenuti nel 

vaccino. La protezione del 100% riportata contro CI N 2 e 3 deriva dalla 

cosiddetta analisi “ by protocol ”. Nell’analisi “ intention to treat ” 

l’efficacia del vaccino scende al 39% (IC al 95%: 2 3,3-51,7%) perché 

molte delle donne randomizzate erano già state infe ttate da HPV-6, -11, -

16 o -18. Quando vi è già un’infezione causata dai tipi di HPV presenti 

nel vaccino, questo non impedisce lo sviluppo di le sioni precancerose, ma 

non è ancora chiaro che cosa succede nelle donne (l a grande maggioranza) 

in cui queste infezioni si risolvono spontaneamente  (saranno protette dal 

vaccino contro eventuali reinfezioni?). Come per la  durata della 

protezione, per conoscere l’effetto del vaccino sul le reinfezioni sarà 

necessario disporre di dati di follow-up più lunghi .  

Le indicazioni d’uso del vaccino sono basate sulla dimostrazione di 

efficacia in donne di età compresa tra 16 e 26 anni  e sulle evidenze 

attualmente disponibili; in accordo con le raccoman dazioni dell’OMS, i 12 

anni risultano essere, nella relatà italiana, l’età  più indicata per la 

vaccinazione. 

Tuttavia, l’introduzione di un vaccino anti-HPV che  induce immunità verso 

alcuni genotipi e non altri potrebbe modificare nel  tempo la circolazione 

dei genotipi virali nella popolazione, con il risch io di rendere 

maggiormente prevalenti genotipi attualmente minori tari. Tale ipotesi è 

supportata da modelli matematici [153]. Lo stesso m eccanismo può essere 

ipotizzato anche per il rischio di emergenza di var ianti “ non-prototypes ” 

di tipi virali verso cui è diretto il vaccino. Sono , infatti, descritte 

varianti dell’HPV-16 che presentano epitopi L1 anti genicamente differenti 

[154]; potrebbe, così, verificarsi il problema di shift  antigenici 

determinati dalla pressione vaccinale con la conseg uente riduzione 

dell’efficacia vaccinale nei loro confronti. 

La disponibilità del vaccino HPV rappresenta, oltre  che un’importante 

occasione di prevenzione individuale, soprattutto u na rilevante 

opportunità per l’intera comunità. In tale contesto , è importante 
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pianficare le azioni di verifica necessarie al fine  di valutare l’impatto 

e l’efficacia degli interventi realizzabili in ques to ambito. 

 

SCREENING PER IL TUMORE AL COLLO DELL’U TERO  

La progressione da lesioni cervicali precancerose a  tumore invasivo è un 

processo lento (circa 10-15 anni) [155], ed è perta nto possibile arrivare 

ad una diagnosi precoce utilizzando come test di sc reening il Pap test, 

in grado di identificare le anormalità cervicali pr emaligne così da 

poterle trattare e, quindi, prevenire la maggior pa rte dei casi di tumore 

[156]. 

Il Pap test è una metodica utilizzata da oltre 60 a nni per individuare il 

cervico-carcinoma e le lesioni pretumorali che poss ono portare a questa 

neoplasia. Il processo si è mantenuto praticamente inalterato fino ai 

nostri giorni dalla pubblicazione nel 1941 di G. Pa panicolaou [157], dove 

si dimostrava la possibilità di diagnosticare preco cemente lesioni 

pretumorali della cervice uterina attraverso un pre lievo di cellule 

cervicali, la successiva strisciatura del materiale  su un vetrino, la 

colorazione e l’analisi morfologica. La sensibilità  del test non è molto 

elevata, come evidenziato da numerosi dati presenti  in letteratura [125], 

che mostrano inoltre un’estrema disomogoneità con v alori di sensibilità 

talvolta inferiori al 50%. È comunque un test molto  efficace quando è 

inserito in un programma di screening organizzato c he garantisce un alto 

livello qualitativo di tutto il processo e in parti colare del test di 

screening. La lunga storia naturale dei precursori del cancro invasivo 

rende, cioè, un test di moderata sensibilità come i l Pap test altamente 

protettivo all’interno di un percorso di screening ripetuto e controllato 

nelle diverse fasi. In questo contesto, la protezio ne di un Pap test 

eseguito ad intervalli regolatori arriva al 90%. 

In Italia, le raccomandazioni del Ministero della S alute [158] sugli 

screening auspicano l’implementazione di programmi organizzati con invito 

attivo e sistemi di valutazione e assicurazione di qualità. Esse 

confermano l’utilizzo della citologia (Pap test) co me test di screening, 

da effettuare ogni tre anni per le donne di età com presa tra i 25 e i 64 

anni. L’estensione dei programmi organizzati di scr eening è notevolmente 

aumentata negli ultimi anni, passando dal 41% del 2 003 al 60% nel 2008 

(nel 1998 era il 16%) [159]. L’adesione all’invito resta tuttavia 
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limitata (39,7%) ed è disomogenea tra le differenti  aree geografiche 

(47,7% al nord, 40,2% al centro e 27,7% al sud) [15 9]. 

Negli ultimi 40 anni, la strategia di screening med iante Pap test ed il 

trattamento delle anormalità cervicali precancerose  hanno portato ad un 

evidente decremento dell’incidenza (50-70%) e della  mortalità (decremento 

del 5,3%, passando da un tasso di mortalità per 100 .000 di 3,49 nel 1991 

a 2,48 nel 2003) per tumore della cervice [160].   

Secondo le linee guida dell’ American College of Obstestricians and 

Gynecologist  (ACOG) e dell’ American Cancer Society  (ACS), tutte le donne, 

una volta iniziata l’attività sessuale, dovrebbero sottoporsi al Pap-test 

per lo screening del tumore della cervice entro 3 a nni dall’esordio 

sessuale e ripeterlo ogni 3 anni [161]. In alcune r egioni d’Italia è 

attivo un programma di screening che prevede l’esec uzione gratuita del 

Pap test nella fascia d’età 25-64 anni.  

Tuttavia, la sensibilità e la riproducibilità del P ap test sono state 

oggetto di critiche negli ultimi 10 anni: dati di l etteratura hanno 

evidenziato valori di sensibilità estremamente vari abili, compresi tra il 

19% e il 76%. La riproducibilità ha risentito in pa rticolare 

dell’adozione di criteri morfologici non univoci pe r le classi 

borderline. La scarsa concordanza interosservatore per queste classi è 

stata evidenziata in alcuni studi basati sulla circ olazione di set di 

vetrini o di immagini digitali.  

Per questo motivo si è cercato di ottimizzare il te st di prevenzione 

convenzionale individuando nuovi approcci più sensi bili, quali i metodi 

citologici in fase liquida che, pur avendo la poten zialità di ridurre 

significativamente la percentuale di risultati al P ap-test non 

soddisfacenti [126], non hanno portato tuttavia ad un miglioramento dei 

risultati di screening [127, 162].  

I saggi molecolari per l’identificazione di HPV-DNA  e di genotipi ad 

elevato potenziale oncogeno sembrerebbero essere, i nvece, un efficace 

strumento di prevenzione [123, 163, 164]. 

Studi prospettici hanno, infatti, dimostrato un ele vato valore predittivo 

associato alla rilevazione di HPV-DNA per lo svilup po di lesioni di alto 

grado in donne con Pap-test negativo; in particolar e, il 15-28% delle 

donne positive al DNA virale con referto citologico  normale sviluppa, 

entro due anni, una lesione intraepiteliale, mentre  nelle donne risultate 

negative questo avviene solo nell’1-3% dei casi [16 5]. Lo IARC, con uno 

studio caso-controllo che ha coinvolto 9 nazioni, h a stabilito un odds 
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ratio di 173 per il tumore della cervice uterina ov e vi sia positività 

per HPV DNA [166]. Inoltre, è stato confermato l’el evato valore 

predittivo negativo del test molecolare (95-99%) [2 7]: l’assenza di 

infezione con ceppi ad alto rischio consente di esc ludere lo sviluppo di 

una lesione di alto grado nei successivi 10 anni, c on conseguente 

possibilità di aumento dell’intervallo temporale tr a un test e l’altro e, 

quindi, una riduzione dei costi [123].  

Ad oggi, sono in corso studi clinici caso-controllo  per stabilire se la 

ricerca di HPV DNA possa essere affiancato o sostit uito alla citologia in 

una nuova strategia di screening cervicale [167]. D iversi studi hanno 

mostrato che il test molecolare per l’HPV, insieme alla citologia 

convenzionale, ha una più alta sensibilità nel rile vare neoplasie 

cervicali intraepiteliali rispetto alla sola citolo gia, ma ha una 

specificità più bassa [126]. Nel 2004 l’OMS e lo IA RC affermarono che ci 

sono sufficienti evidenze che il test molecolare ri duce l’incidenza di 

carcinoma e il relativo tasso di mortalità, tanto c he può essere 

effettuato in aggiunta alla citologia cervicale nel lo screening delle 

donne a partire dai 30 anni. 

In uno studio effettuato in Canada la significativi tà relativa per le SIL 

del test molecolare è risultata sensibilmente più a lta di quella della 

citologia (95% e 73% rispettivamente), così come qu ella per le H-SIL (95% 

e 90%), ma ha avuto una specificità relativa più ba ssa. È stato concluso 

che il test molecolare, in combinazione con la cito logia, permette una 

miglior identificazione di lesioni precancerose ris petto alla citologia 

da sola: il test molecolare potrebbe così portare a d un più efficace e 

sicuro programma di screening [168]. 

Oltre all’alta sensibilità nel predire le lesioni c ervicali di alto 

grado, il test in oggetto comporta anche un alto ta sso di positività, per 

cui molte delle infezioni diagnosticate, specialmen te nelle donne 

giovani, potrebbero essere di natura transiente [20 ]. Per tali ragioni 

l’utilità clinica del suddetto test, come indicato nelle linee guida per 

lo screening del tumore della cervice, è limitata a lla risoluzione di 

Pap-test positivi per lesioni dubbie (ASCUS) o di b asso grado (L-SIL) (ne 

consegue la riduzione dei risultati di screening di  anormalità 

citologiche di basso grado di natura transiente ed invio a colposcopia 

solo per le donne con infezione persistente) e per il follow up di 

pazienti trattate per lesioni di alto grado (verran no così identificate 

le H-SIL da non trattare perché non progrediranno) [123, 163, 169]. 
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L’ INTEGRAZIONE DELLA STRATEGIA VACCINALE E DELLO SCRE ENING 

Fondamentale sarà capire come la vaccinazione possa  integrarsi con i 

programmi di screening per la prevenzione del cervi co-carcinoma. A fronte 

della relativa limitatezza dei dati reali, si è cre ata un’enorme 

richiesta di modelli statistici che prevedono l’imp atto del vaccino, da 

solo o in combinazione con programmi di screening, sull’infezione da HPV 

e sul carcinoma della cervice. Verosimilmente, sara nno necessari molti 

anni per poter valutare pienamente l’impatto dei va ccini, ma sottoporre a 

screening con l’attuale modalità una popolazione va ccinata rischia di 

essere poco efficiente. 

La vaccinazione prima dell’inizio dell’attività ses suale è 

particolarmente vantaggiosa perché induce una prote zione elevata prima di 

un eventuale contagio con l’HPV. Dunque, prima che le coorti vaccinate 

arrivino nelle classi di età in cui l’incidenza del  cervico-carcinoma è 

più alta passeranno molti anni. 

Analogamente a quanto accade per qualunque programm a di vaccinazione o di 

prevenzione in generale, per decidere una strategia  è necessario disporre 

di dati epidemiologici nazionali, dati di frequenza , di gravità e costi 

della malattia prevenibile che consentono di stimar e il possibile impatto 

della vaccinazione nei diversi gruppi di popolazion e e di valutarne il 

profilo costo-beneficio. Da qui, l’importanza di at tuare studi per 

caratterizzare più accuratamente la storia naturale  dell’infezione da HPV 

nella nostra popolazione, al fine anche di valutare  l’impatto di un 

programma di vaccinazione sull’incidenza e sulla pr evalenza delle 

infezioni e, in secondo luogo, sul numero di Pap te st anormali o di 

displasie che necessitano oggi di indagini di appro fondimento o di 

trattamento e che generano importanti costi per il servizio sanitario, 

nonché notevoli disagi psicologici alle donne. Inol tre, l’impatto della 

vaccinazione sull’epidemiologia e sulla carica di i nfezioni e di malattia 

per i tipi di HPV non coperti dal vaccino non è def inito. Alcuni dati da 

trial [170] sui vaccini suggeriscono una cross-prot ezione contro gli HPV 

strettamente correlati ai tipi di HPV presenti nel vaccino. La 

possibilità del rimpiazzo dei tipi non contenuti ne l vaccino con altri 

tipi oncogeni emergenti come causa di malattia è un  argomento che deve 

essere valutato. La distribuzione delle infezioni d a HPV in Italia non è 

infatti completamente nota, soprattutto per quanto riguarda la prevalenza 

età-specifica per genotipi virali e per area geogra fica, in particolare 

nelle adolescenti e giovani adulte (15-24 anni), se bbene esistano dati 
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locali sulle donne in età di screening. In Toscana [171]è stato attivato 

uno studio su un campione di circa 1000 donne di et à compresa fra 18 e 25 

anni al fine di valutare la prevalenza dell’infezio ne da HPV, con 

identificazione dei genotipi, della persistenza del  virus nelle donne 

risultate positive e del tasso di nuove infezioni. Per quanto riguarda la 

distribuzione dei tipi di HPV nelle lesioni di alto  grado nella fascia di 

screening, in uno studio condotto a Firenze su 117 donne con CIN 2+ 

identificate nel corso dello screening il 67% prese ntava HPV-16. 

Il vaccino non sostituirà lo screening, ma questo d ovrà essere 

modificato. Il vaccino, inoltre, offrirà l’opportun ità di raggiungere più 

facilmente fasce della popolazione restie a parteci pare e fidelizzarsi ad 

un programma di screening e anche questo è un eleme nto importante perché 

è noto che la maggior parte dei tumori si verifica in donne che non si 

sottopongono al Pap test. Questo, infatti, diminuis ce l’incidenza del 

carcinoma invasivo dell’80% circa se eseguito regol armente ogni tre anni, 

mentre il vaccino è in grado di fornire una protezi one per il 70% circa 

dei carcinomi: quindi l’effetto combinato di vaccin i e screening 

(assumendo un effetto indipendente) sarebbe una rid uzione del 94%. A 

parità di numero di donne che si sottopongono a vac cino e a screening, la 

proporzione di tumori prevenuti è tanto maggiore qu ante meno sono le 

donne che non fanno nulla. 

Nelle donne immunizzate la sensibilità e la specifi cità dei test di 

screening dovranno essere rivalutate. Con la diminu zione dell’incidenza e 

della prevalenza della malattia sarà importante val utare l’impatto sul 

numero totale di anormalità citologiche e individua re la migliore 

strategia di screening in una popolazione vaccinata  (età di intervento, 

tipo di test, intervalli tra i test, procedure di f ollow-up) per ridurre 

al minimo procedure non necessarie e i costi. In un a situazione di bassa 

prevalenza diminuisce, infatti, il VPP del Pap test , per cui molte donne 

sarebbero inviate in colposcopia con una limitata p robabilità di avere 

una lesione. D’altra parte, vi è stato negli ultimi  10 anni un grande 

interesse sull’uso del test HPV DNA sia come test p rimario di screening 

sia come triage di anormalità citologiche borderlin e. Il test ha mostrato 

una maggiore sensibilità (20-40%), ma una specifici tà più bassa (5-10%) 

del Pap test nell’individuare lesioni di alto grado  e cancro. Nell’epoca 

del vaccino, è ipotizzabile una diversa strategia d i screening con 

l’utilizzo del test più sensibile per primo, seguit o da un triage con un 

test più specifico, cioè uno screening con HPV DNA test e un triage 
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(delle donne HPV positive) con la citologia. Gli st udi in corso 

consentiranno di valutare con precisione molte dell e informazioni per ora 

soltanto presunte o stimate. Comunque, se il Serviz io Sanitario Nazionale 

offrirà la vaccinazione a determinate classi d’età è ipotizzabile che 

anche le donne di altre classi d’età si sottopongan o a vaccinazione. 

La piena integrazione delle politiche vaccinali con  politiche di 

screening passa attraverso la necessaria costituzio ne di un’anagrafe 

vaccinale, che sarà tanto più completa quanto più s arà circoscritta ai 

centri vaccinali. La completezza di questa anagrafe  sarà successivamente 

fondamentale per valutare l’efficacia della strateg ia di screening e per 

definire il livello di sovrapposizione delle due po polazioni (vaccinale e 

di screening). Inoltre, per assistere le donne nel prendere una decisione 

informata sulla vaccinazione, dovrebbero essere svi luppate adeguate 

procedure di comunicazione. Sarà inoltre importante  valutare l’impatto 

dei vaccini su altri tumori genitali e non genitali  associati all’HPV: da 

qui, scaturisce la necessità di una sinergia tra i servizi di 

vaccinazione e quelli di screening per poter indivi duare, tra le donne 

invitate allo screening, quelle che si sono sottopo ste alla vaccinazione; 

questo link potrebbe permettere di valutare, nelle donne vaccinate, 

eventuali modificazioni sulle abitudini allo screen ing, l’efficacia nella 

riduzione di malattia e la prevalenza delle infezio ni per evidenziare 

eventuali cambiamenti nella frequenza dei virus onc ogeni minori nella 

popolazione generale e nelle lesioni. 
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1.9.  TERAPIA DELLE LESIONI DA HPV 

 

La terapia delle lesioni HPV associate è variabile a seconda del tipo, 

della sede e delle dimensioni delle lesioni [172]. Numerosi approcci sono 

stati proposti per la terapia, ma fondamentalmente le metodiche 

terapeutiche vengono suddivise in due categorie: ch irurgiche e 

farmacologiche, il cui obiettivo finale è comunque lo stesso, vale a dire 

la distruzione localizzata del tessuto infettato [1 73, 174]. 

Le terapie chirurgiche comprendono la crioterapia [175], 

l’elettrocoagulazione, l’elettrobisturi, il laser a  CO2 [176] , 

l’escissione, la diatermocoagulazione. 

� La crioterapia si basa sul controllato ma repentino abbassamento 

della temperatura della lesione mediante azoto liqu ido. Questo 

abbassamento della temperatura oltre la soglia di c ongelamento 

produce la distruzione selettiva delle lesioni trat tate. 

� L’ elettrocoagulazione è una tecnica che utilizza la corrente ad 

alta frequenza per creare il calore necessario a br uciare la 

lesione. 

� Il laser a CO2 sfrutta l’emissione di una luce intensa per 

vaporizzare la lesione. 

� L’ escissione di tutta la lesione, per il trattamento delle lesio ni 

interne, consente l’esecuzione di un esame istologi co. 

Le terapie farmacologiche sono prevalentemente ad uso topico ed includono 

agenti citotossici, cheratolitici e antineoplastici . 

� Gli agenti cheratolitici sono acido salicilico, lattico e 

retinoico. Queste sostanze riducono progressivament e la dimensione 

della lesione fino ad eliminarla. 

� Gli agenti citotossici sono podofillotossina, podofillina, acido 

tricloroacetico [173]. In particolare, la podofilli na è un agente 

antivirale che esplica il suo effetto citotossico i nibendo la 

metafase, la podofillina è una sostanza caustica. 

� Gli antineoplastici sono bleomicina [177]  e 5-fluorouracile [178]. 

La bleomicina è un chemioterapico antineoplastico c he impedisce la 

sintesi del DNA nelle cellule e nei virus ed è inie ttata 

direttamente nella lesione. Il 5-fluorouracile, inv ece, è un 

antimetabolita. 
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Negli ultimi anni sono stati condotti diversi studi  relativi al 

trattamento delle lesioni HPV-correlate attraverso un nuovo farmaco 

antivirale : il Cidofovir [179].  Questo farmaco è risultato efficace nel 

trattamento topico o interlesionale di diverse infe zioni causate da virus 

a DNA e ha dato risultati ottimali in pazienti immu nocompromessi. E’ 

stato inoltre dimostrato che la concomitante sommin istrazione di dosi 

ridotte di Cidofovir e IFN α determina una più rapida riduzione 

dell’attività proliferativa cellulare. 

Alle predette categorie va inoltre aggiunta una ter za, più eterogenea, 

comprendente l'impiego dell' interferone alfa [180]  o di immunomodulatori 

come l’Imiquimod (Meda Pharma SpA, Francia) [181].  

Spesso, però, anche dopo trattamenti aggressivi, si  riesce solo a 

garantire l’eliminazione della patologia e dei sint omi, ma non del virus, 

con conseguente comparsa di recidive anche dopo un periodo di tempo 

breve.   
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1.10.  I GENOTIPI AD ALTO RISCHIO ONCOGENO :  HPV-16  E HPV-

18  

 

L’ EPIDEMIOLOGIA DELL’ INFEZIONE DA HPV-16  

Da numerosi studi condotti a livello mondiale sulla  prevalenza dei tipi 

di HPV, associati a tumori, in donne della popolazi one generale, risulta 

evidente che, tra i tipi ad alto rischio, il genoti po 16 è quello 

predominante, con tassi variabili in rapporto alla zona geografica: dal 

52% in Asia al 58% in Europa [182, 183]. 

La percentuale dei casi L-SIL attribuibili ad HPV-1 6 va dal 16% (Africa) 

al 29% (Europa), mentre quella delle H-SIL dal 34% (Asia) al 52% (Europa) 

[182, 184].   

È stato stimato che HPV-16 ricorre nel 50-60% dei c asi di tumore della 

cervice uterina [183, 185] e nella maggior parte de i casi degli altri 

tumori ano-genitali e orofaringei [186], risultando  così il tipo 

maggiormente cancerogeno. Esso è capace di produrre  infezione persistente 

più frequentemente rispetto agli altri tipi e, poic hé la persistenza è 

predittiva di evoluzione maligna, HPV-16 è inequivo cabilmente associato 

all’insorgenza di lesioni precancerose e alla progr essione a tumore. È 

stato stimato che a circa il 40% delle donne con in fezione persistente da 

HPV-16 viene diagnosticato uno stadio precanceroso entro 5 anni [187]. 

 

L’ EPIDEMIOLOGIA DELL’ INFEZIONE DA HPV-18 

Differentemente da HPV-16, il genotipo 18 circola a ll’interno della 

popolazione con una prevalenza più bassa. A livello  mondiale si stima 

che, nella popolazione generale con età compresa tr a 18-65 anni, HPV-18 

sia presente nel 7,3-9,1% delle infezioni da papill oma virus [77, 111]. 

Studi condotti in Italia confermano questi dati, ri portando valori di 

prevalenza tra i soggetti HPV-positivi del 7-8% [18 8, 189]. 

Diversi studi recenti mostrano come la frequenza de l genotipo 18 aumenti 

notevolmente con l’aumentare del grado di lesione e piteliale associata: 

si passa dal 6,1% in pazienti con lesioni di basso grado al 15,9% 

riscontrato in soggetti con H-SIL e cancro cervical e [111, 190]. 

Nonostante l’inferiore frequenza di infezione nella  popolazione generale, 

la prevalenza di HPV-18 tra soggetti portatori di t umori alla cervice 

uterina o di altri tumori associati ad infezione da  HPV si attesta fra il 
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16% e il 20%, posizionando così il genotipo 18 al 2 ° posto nelle 

classifiche mondiali [191]. 

HPV-18 è stato associato in letteratura a forme est remamente aggressive 

di CIN e carcinomi cervicali altamente invasivi. Tr a i soggetti affetti 

da adenocarcinoma e adenocarcinoma squamoso la prev alenza di HPV-18 

supera anche quella di HPV-16, attestandosi tra il 37% e l’86% a seconda 

degli studi considerati [191]. 

 

I L PROBLEMA DELLE VARIANTI  

Correntemente, una variante di HPV è definita come una specie virale avente 

una similarità nucleotidica maggiore del 98% rispet to ad una sequenza 

d’interesse. Negli ultimi anni lo studio delle vari anti di HPV ha assunto 

una notevole importanza nella determinazione del ri schio cancerogeno e per 

lo sviluppo futuro di un vaccino.  

Essendo HPV-16 e HPV-18 i target di diversi vaccini  profilattici e 

terapeutici, varianti intratipiche di tali genotipi  potrebbero influenzare 

la risposta immunitaria, rendendo vani i tentativi d’attuare un’efficiente 

campagna vaccinale. Inoltre, dal momento in cui i d ifferenti tipi di HPV 

hanno mostrato un diverso potenziale oncogenico, è ragionevole ipotizzare 

che anche le varianti intratipiche siano caratteriz zate da una specifica 

oncogenicità.  

L’analisi molecolare condotta su campioni provenien ti da pazienti affetti 

da epidermodisplasia verruciforme associata all’inf ezione da HPV [192] ha 

dimostrato la presenza di variazioni nucleotidiche relative ad HPV-5 e ad 

HPV-8.  

Per quanto riguarda le varianti di HPV mucosali, so no stati condotti 

diversi studi volti a determinare le relazioni filo genetiche intra ed 

intertipiche tra le varianti, con particolare atten zione alle varianti di 

HR-HPV quali HPV-16 ed HPV-18. 

 

LE VARIANTI GEOGRAFICHE DI HPV-16 

Varianti geografiche di HPV-16 si riscontrano anali zzando la sequenza del 

gene codificante per la proteina L1; tuttavia, rece ntemente, si è 

evidenziata una maggiore differenza intratipica (5% ) quando l’analisi 

genomica viene condotta a livello della regione reg olatoria LCR [22, 

193]. Tali varianti sono stabili e non sono soggett e a frequenti 

ricombinazioni [194].   
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Sulla base delle differenze nucleotidiche riscontra te a livello della 

regione regolatoria LCR e del gene E5 [195], le var ianti molecolari di 

HPV-16 sono suddivise in 5 gruppi che riflettono la  loro distribuzione 

geografica ( cluster  geografici). Studi filogenetici hanno dimostrato c he 

il virus HPV si è coevoluto con la specie umana [19 6] e, pertanto, i 4 

cluster sono riconducibili ai continenti in cui son o stati evidenziati: 

Europeo (E) contenente anche la sotto-classe Asiati ca (As), Asiatico-

Americano (AA), Africano-1 (Af1) e Africano-2 (Af2) .  

In particolare, la variante E, comprendente la sott oclasse Asiatic (As),  

sembra predominare in Europa; la variante AA risult a maggiormente diffusa 

in America centrale e meridionale e in Spagna; Af-1  ed Af-2 si individuano 

con maggior frequenza nei campioni provenienti dall ’Africa.  

Probabilmente il ritrovamento della variante AA in Spagna è stata la 

conseguenza della colonizzazione da parte dei conquistadores spagnoli, di 

ritorno dall’America. Ciò dimostrerebbe che la dist ribuzione geografica 

delle varianti di HPV potrebbe essere influenzata d a diversi fattori, tra i 

quali gli effetti delle colonizzazioni, la coevoluz ione dei tipi di HPV con 

le razze umane, i parterns di migrazione e la trasmissibilità del virus. 

L’analisi di altre sequenze genomiche di HPV-16 (E6 , L1 ed L2) hanno 

dimostrato una forte covariazione intergenica all’i nterno di isolati 

singoli di HPV-16 ed hanno suggerito che variazioni  nucleotidiche in una 

determinata regione genomica possono essere utilizz ate per distinguere 

classi e subclassi di varianti. Per quanto riguarda  la variante Europea  

sono state per esempio osservate variazioni di sequ enza all’interno della 

regione E6 in corrispondenza del nucleotide 350, ch e consentono la 

suddivisione filogenetica in ulteriori sottoclassi:  E-350T (variante E 

avente una T in posizione 350) ed E-350G (avente un a G al nucleotide 350). 

Studi epidemiologici longitudinali, di coorte e cas o-controllo, condotti 

allo scopo di valutare possibili differenze di infe ttività e patogenesi 

delle diverse varianti Europee e non-Europee hanno dimostrano che le 

infezioni con varianti non-Europee hanno una maggio r tendenza a diventare 

persistenti [197] e che risultano associate ad un r ischio maggiore per lo 

sviluppo di lesioni pre-invasive (H-SIL e CINIII) [ 198-200].  I risultati 

di alcuni studi permettono di comprendere meglio l’ associazione tra 

varianti non-Europee di HPV-16 ed elevato potenzial e oncogeno: la diversa 

patogenicità sembrerebbe dipendere dall’alterazione  di elementi 

codificanti o regolatori all’interno del genoma vir ale. Si possono 

riscontrare alterazioni in elementi cis -responsivi in grado di variare il 
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tasso di trascrizione e replicazione virale. In vit ro è stata dimostrata 

la variabilità nucleotidica nella regione LCR a liv ello dei siti di 

legame per fattori di trascrizione cellulari; quest o può comportare un 

aumento, di circa 4 volte, dell’attività trascrizio nale del promotore P 97 

e quindi dell’espressione dei geni virali, in parti colare degli oncogeni 

[201]. Nelle varianti AA, ad esempio, si osserva un a ridotta trascrizione 

del gene E2, risultante in una incrementata produzi one delle oncoproteine 

E6 ed E7 [202]. Infine, l’efficacia di replicazione  delle varianti non-

Europee è più alta rispetto a quelle Europee [203].   

Tra le varianti di HPV-16 cambiamenti aminoacidici sembrano alterare la 

funzione a livello delle proteine E6 ed E7, ad esem pio, nelle varianti 

AA, la proteina E6 induce più attivamente la degrad azione della proteina 

p53 [204]. Mutazioni aminoacidiche della proteina L 1, invece, potrebbero 

causare cambiamenti conformazionali a livello degli  epitopi 

immunodominanti così da alterare l’efficienza della  risposta immunitaria 

[205].  

 

LE VARIANTI GEOGRAFICHE DI HPV-18 

Un numero sempre crescente di ricerche si è occupat o negli ultimi anni di 

studiare la variabilità intra-tipica di HPV-18 al f ine valutare 

filogeneticamente la circolazione di varianti di qu esto genotipo nella 

popolazione mondiale. È stata così osservata la pre senza di 2 principali 

cluster geografici: Europeo (E) e non Europeo (cont enente le varianti 

Africane e quella Asiatico-Americano) [22]. 

Lo studio delle varianti di HPV-18 ha portato ulter iori evidenze circa la 

sincrona origine di tutti i papillomavirus, avvenut a in Africa. Si nota, 

infatti, confrontando le varianti Africane di HPV-1 8 con le varianti 

Africane del genotipo filogeneticamente più vicino,  HPV-45 (entrambi 

appartenenti alla specie 7 di HPV), come queste sia no più simili tra loro 

che con le altre varianti non africane, anche intra -specifiche [182, 

183]. 

Inizialmente, sia per il genotipo 16 che per il 18,  gli alberi 

filogenetici intra-tipici venivano costruiti basand osi sulle sequenze LCR 

del genoma di HPV, poiché ritenute maggiormente var iabili a livello 

intra-tipico (5% di variazioni nucleotidiche contro  il 2% relativo al 

gene L1) e stabili nella popolazione [22, 193, 194] . Studi successivi 

hanno però mostrato che alberi costruiti sulla base  di altre regioni 
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geniche di interesse, quali E6 e L1, evidenziano gl i stessi 2 cluster 

osservati per LCR [183]. 

Studi epidemiologici longitudinali, di coorte e cas o-controllo, condotti 

allo scopo di valutare possibili differenze di infe ttività e patogenesi 

delle diverse varianti Europee e non-Europee hanno dimostrano che le 

infezioni con varianti HPV-18 non-Europee hanno una  maggior tendenza a 

diventare persistenti [197]  e che risultano associate ad un rischio 

maggiore per lo sviluppo di lesioni preinvasive (H- SIL e CINIII), 

analogamente a quanto osservato per HPV-16 [198]. 

Diversi studi hanno mostrato come HPV-18 risulti se nsibilmente più 

efficiente di HPV-16 nel processo di immortalizzazi one cellulare. Ciò 

sembra essere dovuto alla maggiore capacità di HPV- 18 di integrarsi nella 

cellula ospite [206-208]. L’elemento virale respons abile della maggiore 

efficienza di immortalizzazione di HPV-18 è stato m appato nei siti di 

regolazione dei geni E6 e E7 presenti nella regione  LCR [206, 207]. Uno 

studio del 1998 ha mostrato come mutazioni puntifor mi e spontaneamente 

ricorrenti nei motivi regolatori di LCR portino ad un’aumentata attività 

del promotore di E6/E7 [209]. 

 

PROTEINA L1  ED “ ESCAPE MUTANTS”  DI HPV-16  E HPV-18 

La proteina L1 (56-60 KD) rappresenta la principale  proteina antigenica dei 

papillomavirus ed è altamente conservata.  

Essendo la componente proteica maggiormente rappres entata a livello 

capsidico, essa è anche definita “proteina maggiore  del capside”. Quando 

espressi in sistemi artificiali, i monomeri di L1, grazie ad interazioni 

dimeriche e trimeriche, sono in grado di assemblars i in VLPs ( Virus Like 

Particles ); ogni VLP risulta costituita da 72 pentameri di L 1 [210]. 

Oggi le VLPs ricoprono un grande interesse per lo s tudio di vaccini 

profilattici contro HPV. Tramite l’immunizzazione d i specie murine con 

VLPs, infatti, è stato possibile testare l’azione n eutralizzante di 

anticorpi monoclonali e policlonali diretti contro i principali tipi di 

HPV.  

Diversi studi hanno dimostrato che il riconosciment o anticorpale dipende 

dal legame con particolari epitopi conformazionali espressi sulla 

superficie capsidica. 

L’allineamento di sequenza delle proteine L1 di 52 tipi di HPV diversi 

[211] ha dimostrato un’elevata similarità di sequen za ad eccezione di 5 

regioni ipervariabili, della lunghezza di circa 10- 30 aminoacidi e 
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coinvolte nella formazione di loops  immunodominanti denominati BC, DE, 

EF, FG, HI (Figura 8). Le mutazioni aminoacidiche a ll’interno di una di 

tali regioni potrebbero comportare la perdita dell’ immunogenicità. 

Esiste, inoltre, un dominio altamente conservato de nominato α-4 

fondamentale per la formazione delle VLPs in vitro.  

Nell’epoca vaccinale appena iniziata è di fondament ale importanza 

monitorare continuamente le possibili variazioni am inoacidiche 

all’interno degli epitopi immunodominanti della pro teina L1 e nel dominio 

α-4 causate dalla pressione immunitaria dell’ospite in grado di far 

emergere varianti dei genotipi vaccinali in grado d i evadere la risposta 

immunitaria vaccino-indotta (varianti escape ), inficiando così 

l’efficacia della strategia di prevenzione primaria . 

 

 

Figura 8: Modello molecolare della proteina L1 di HPV-16; s ono evidenziate le 
posizioni dei siti immunoepitopici. 

 

Un recente studio [212] ha messo in evidenza la pre senza di 2 codoni 

d’inizio (ATG) a distanza di 78 nucleotidi, uno in corrispondenza del 

nucleotide 5559 e l’altro in posizione 5637. Sebben e la trascrizione del 

gene negli strati superficiali dell’epitelio abbia inizio prevalentemente 

dal nucleotide 5559, si è osservato che la formazio ne di VLPs in vitro 

avviene efficacemente solo quando la trascrizione h a inizio dal 

nucleotide 5637. In aggiunta, l’analisi di sequenza  di diversi tipi di 

HPV associati a particolari manifestazioni cliniche , ha rivelato che il 

prodotto genico L1 dei tipi virali associati a carc inomi cervicale è 

generalmente più lungo rispetto a quello dei tipi a  basso rischio 
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oncogeno. Tali osservazioni hanno portato ad ipotiz zare che la 

trascrizione del gene L1 più lungo giochi un ruolo importante nello 

sviluppo del cancro alla cervice uterina. 
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1.11.  CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

 

CLASSIFICAZIONE  

Le Clamidie costituiscono un gruppo di microrganism i coccoidi gram-

negativi intracellulari obbligati, richiedono quind i, per compiere il 

proprio ciclo vitale, di cellule viventi in cui mol tiplicarsi [213]. 

Questo parassitismo intracellulare obbligato e le p iccole dimensioni 

avevano fatto considerare per molto tempo le clamid ie come dei grossi 

virus. In realtà le clamidie differiscono dai virus  in quanto possiedono 

entrambi gli acidi nucleici (DNA e RNA), si moltipl icano per scissione 

binaria e sono sensibili a molti antibiotici a larg o spettro. 

Il nome Chlamydia si riferisce ad una peculiare str uttura superficiale di 

questi microrganismi, cioè un “mantello” con caratt eristiche molto simili 

alla membrana esterna dei batteri gram-negativi.  

Le Clamidie appartengono al regno dei Bacteria, phy lum Chlamydiae , ordine 

Chlamydiales , famiglia Chlamydiaceae , genere Chlamydia  [214]. Gli 

organismi del genere Chlamydia  sono parassiti obbligati con limitata 

capacità metabolica che formano un phylum a sé stan te di batteri. Si 

riconoscono quattro specie di Chlamydia  in grado di infettare l’uomo: C. 

psittaci , l’agente della psittacosi; C. trachomatis, l’agente del tracoma 

e di diverse malattie dell’apparato genitale; C. pneumoniae , causa di 

diverse sindromi respiratorie; C. pecorum , il cui ruolo come patogeno 

però non è ancora chiaro [215].  

Per un certo periodo di tempo si è pensato che le c lamidie fossero 

“parassiti di energia”, in grado di ottenere dai lo ro ospiti non solo 

intermedi metabolici ma anche ATP. Questa ipotesi è  stata messa in dubbio 

a seguito del sequenziamento del genoma di C. trachomatis . Esso contiene 

infatti i geni per la sintesi di ATP che sono facil mente riconoscibili.  

La proteina maggiore di membrana (MOMP) di Chlamydia trachomatis  contiene 

specifici antigeni che differenziano i ceppi di cla midia in sierotipi 

(sulla base della cross-reattività antigenica nella  

microimmunofluorescenza) o genotipi (sulla base del  sequenziamento del 

gene OmpA) [216, 217]. 

Sulla base delle similarità a livello di MOMP è sta to possibile 

individuare 18 sierotipi suddivisi in 3 sierogruppi : il gruppo B che 

comprende i serovar  B, Ba, D, Da, E, L1, L2 e L2a; il gruppo intermedi o I 

che comprende i serovar  F e G ed infine il gruppo C che comprende i 
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Sierogruppo
INTERMEDIO

Sierogruppo C

Sierogruppo B

Sierogruppo
INTERMEDIO

Sierogruppo C

Sierogruppo B

serovar  I, Ia, J, K, C, A, H e L3. I sierotipi A, B, Ba C causano 

infezioni oculari; i sierotipi D, Da, E, F, G, H, I , Ia Ja, K causano 

infezioni ano-genitali; ed infine, i sierotipi L1, L2, L2a e L3 causano 

il Linfogranuloma venereo (Figura 9) [217-219]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MORFOLOGIA E STRUTTURA 

La Chlamydia trachomatis  ha una morfologia sferoidale. Presenta un 

involucro esterno costituito da una membrana estern a e da una membrana 

interna: questa presenta, sul versante esocellulare  una componente 

lipopolisaccaridica (LPS); manca la componente pept idoglicana, sostituita 

da uno strato di proteine ricche in cisteina (CRP) [220]. È importante 

poi la presenza di una proteina denominata MOMP, la  proteina maggiore di 

membrana, che gioca un ruolo fondamentale nel mante nere l'integrità 

Figura 9. Albero filogenetico di C. trachomatis: sierogrupp o B (serovar B, Ba, 
D, Da, E, L1 e L2); sierogruppo Intermedio (serovar  F e G); sierogruppo C 
(serovar I, Ia, J, Ja, K, C, A, H e L3). 
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strutturale dell'organismo [221, 222]. Formando una  struttura trimerica 

MOMP può agire come una citoadesina putativa nel pr omuovere le 

interazioni non specifiche con le cellule dell’ospi te [223, 224]. Grazie 

a questa struttura, le clamidie hanno la capacità d i bloccare la fusione 

tra il fagosoma e il lisosoma, potendo così sopravv ivere all’interno 

della cellula infettata. Durante la replicazione, M OMP può agire come una 

porina [225], piegata in una struttura che contiene  5 domini costanti di 

transmembrana, e 4 domini altamente variabili espos ti sulla superficie 

[226-228].  

MOMP possiede inoltre epitoti specie-specifici e si erovarianti-specifici 

[229-232] che sono capaci di eludere sia la rispost a cellulare che 

umorale, rendendo questo antigene dominante un pote nziale candidato per 

lo sviluppo di vaccini e strategie terapeutiche [23 3-236].  

 

GENOMA  

Il materiale genetico di questo batterio è costitui to da DNA genomico 

circolare di 1,044,352 bp, che codifica per circa 8 75 proteine, ed un 

plasmide criptico di circa 7,5 kpb, presente in 7-1 0 copie per batterio, 

che talvolta viene perso in alcuni ceppi [237].  

Poiché le variazioni all’interno della sequenza nuc leotidica dei plasmidi 

di C. trachomatis  sono <1% questi sono considerati molto conservati.  

Tutti i plasmidi hanno una lunghezza di circa 8 Kb e contengono 8 Open 

Reading Frame (ORF)  che codificano per diverse proteine costituite ognu na 

da più di 100 aminoacidi, intervallate da brevi seq uenze non codificanti 

[237, 238]. 

È interessante notare che all’interno della specie trachomatis il DNA 

plasmidico sia più simile tra i diversi ceppi di qu anto non lo sia il DNA 

cromosomico.   

Il plasmide di Chlamydia trachomatis  è il bersaglio privilegiato per la 

diagnosi di infezione mediante metodi molecolari.  

Per convenzione la sequenza plasmidica è numerata a  partire dall’unico 

sito di restrizione per BamHI in modo tale che l’OR F1 si trovi subito 

dopo il sito di inizio della replicazione (ORI) [23 9]. Entrambi i 

filamenti plasmidici contengono regioni codificanti , e in ogni caso, 

l’ORF2 è situata sul filamento complementare. Tutti  i plasmidi contengono 

quattro tandem repeat  di 22 bp nella regione intragenica tra ORF8 e ORF1  

[240, 241].  
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Alcuni ceppi mancano di questi plasmidi e quindi ma ncano della 

possibilità di essere individuati mediante le routi narie tecniche 

molecolari. È nota l’esistenza di ceppi senza plasm idi; questi sono 

caratterizzati da un’insolita morfologia e non pres entano caratteristiche 

di resistenza agli antibiotici. Tuttavia, il fatto che questi ceppi 

esistono dimostra che il plasmide non è essenziale per la sopravvivenza 

della C. trachomatis  [242, 243]. 

Sul sito dell’NCBI ( National Center for Biotechnology Information ) sono 

reperibili le informazioni relative al genoma di Chlamydia trachomatis :   
 

 

Tabella 4. Caratteristiche del genoma di Chlamydia trachomat is 
( www.ncbi.nlm.nih.gov ). 

 

CICLO REPLICATIVO  

Le clamidie presentano due distinte forme biologich e, denominate corpi 

elementari e corpi reticolari [220]. I corpi elemen tari sono quelli di 

dimensioni minori, e costituiscono la forma extrace llulare. Sono 

altamente infettanti. Quelle iniziali e reticolari sono quelle di 

dimensioni maggiori e rappresentano la forma intrac ellulare e, al 

contrario, sono scarsamente infettanti. La forma in fettante delle 

clamidie (corpo elementare) è specificatamente adat ta alla sopravvivenza 

extracellulare e si lega a specifici recettori pres enti sulla superficie 

della cellula eucariotica, in cui penetra mediante un processo di 

fagocitosi attuato dalla cellula stessa [239]. 

Un ciclo replicativo completo si svolge in 48-60 or e. Le clamidie si 

moltiplicano nel citoplasma delle cellule ospiti at traverso la formazione 

di particolari inclusioni intracellulari citoplasma tiche che contengono 

glicogeno [244]. Le inclusioni intracellulari sono costituite da 

microcolonie inglobate in un vacuolo delimitato da una membrana derivata 

dalla cellula ospite (Figura 10). Queste inclusioni  si dispongono attorno 

al nucleo della cellula dove all’interno del vacuol o il corpo elementare, 

ingrandendosi e riorganizzandosi, si trasforma nel corpo reticolare, di 
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forma rotondeggiante, che è adatto all’ambiente int racellulare, fuori dal 

quale ha scarse capacità di sopravvivenza. I corpi reticolari si 

moltiplicano attivamente dentro la cellula per scis sione binaria e, 

successivamente, si riorganizzano nuovamente rimpic ciolendosi e 

trasformandosi nei corpi elementari; questi si libe rano nell’ambiente per 

rottura della cellula infetta e iniziano un nuovo c iclo [245]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Inclusioni di Chlamydia 
trachomatis. 
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1.12  L’ INFEZIONE DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

STORIA NATURALE DELL’ INFEZIONE                                                 

La storia naturale dell’infezione da Chlamydia trachomatis  non è 

completamente compresa. L’infezione provocata da qu esto batterio è 

asintomatica nel 70% dei casi per le donne e nel 50 % dei casi per gli 

uomini. Anche se la maggior parte delle infezioni s i risolvono 

spontaneamente, senza alcun trattamento, altre poss ono persistere per 

lunghi periodi e progredire verso una complicanza [ 246]. Nelle femmine la 

Chlamydia trachomatis  infetta inizialmente la cervice e l’uretra dove pu ò 

causare cerviciti e uretriti. Dalla cervice i batte ri possono risalire al 

tratto superiore dell’apparato genitale dove può ca usare la malattia 

pelvica infiammatoria con o senza sintomi. Poiché l a maggior parte delle 

infezioni genitali da C. trachomatis  sono asintomatiche, i programmi di 

controllo, quando esistono, sono basati principalme nte su screening 

attuati per la loro rilevazione. Questi programmi h anno l’obiettivo di 

ridurre il numero delle conseguenze dell’infezione da C. trachomatis  

identificando le donne infette e trattandole prima che l’infezione 

progredisca in un’infiammazione clinicamente rileva bile e/o riducendo la 

trasmissione nella popolazione e quindi, riducendo il numero di nuovi 

infetti e le conseguenze ad esse associate [247]. S tudi sulla storia 

naturale dell’infezione da Chlamydia trachomatis sono scarsi e ancora non 

risolutivi per la comprensione del processo che por ta dall’infezione allo 

sviluppo della patologia. 

PATOGENESI DELL’ INFEZIONE E CO - INFEZIONE CON HPV  

L’infezione da Chlamydia trachomatis  rappresenta uno dei fattori di 

rischio che favoriscono l’evoluzione e lo sviluppo del cervicocarcinoma 

causato da HPV. Sebbene non si pensi abbia un effet to diretto sul DNA 

dell’ospite o sulla trascrizione dei geni per l’HPV , sono stati descritti 

diversi meccanismi biologici con i quali C. trachomatis  può aumentare il 

rischio di cancro cervicale [73]. Può avere effetti  anti-apoptotici 

[248]: la resistenza delle cellule infette all’apop tosi assicura la 

persistenza dell’infezione da C. trachomatis . Questi effetti anti-

apoptotici possono tradursi in un’aumentata persist enza delle cellule 

epiteliali che sono co-infettate con HPV e/o ridurr e la probabilità di 

morte cellulare con conseguente sviluppo di anormal ità cromosomali, 
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aumentando il grado di neoplasia cervicale [249, 25 0]. Inoltre, la C. 

trachomatis  può causare lo scollamento delle cellule epitelial i cervicali 

in seguito alla rottura a livello dell’epitelio del  legame caderina-

catenina, e aumentare così l’esposizione delle cell ule basali all’HPV 

[251]. Attraverso la modulazione dei fattori immuni tari può aumentare il 

rischio d’infezione con HPV e la sua persistenza: C. trachomatis  inibisce 

l’espressione dell’interferone γ-inducibile del complesso maggiore di 

istocompatibilità di classe II (MHC-II) [252] come l’espressione del 

complesso maggiore di istocompatibilità di classe I  (MHC-I). Alterazioni 

quantitative e qualitative nell’espressione di MHC I portano alla 

stimolazione delle cellule natural killer (NK). La C. trachomatis  può, 

tuttavia, inibire la funzione delle NK e ciò si tra duce in una 

diminuzione delle capacità litiche delle stesse, un a ridotta produzione 

di TNF α e INF γ e una diminuzione della citotossicità cellulare an ticorpo-

dipendente (Figura 11). Studi in vitro  suggeriscono che la risposta 

infiammatoria nei confronti della Chlamydia  inizia e viene sostenuta 

attivamente dalle cellule epiteliali infette dell’o spite [253]. La 

risposta ad una prima infezione con la C. trachomatis  si manifesta entro 

1-2 giorni dal contagio ed è caratterizzata da un’i nfiltrazione mucosale 

di neutrofili, in grado di uccidere i corpi element ari, e un modesto 

numero di monociti. In seguito, nel sito di infezio ne si accumulano le 

cellule T che giocano un ruolo importante nel contr ollo dell’infezione. 

Le cellule epiteliali secernono chemochine che rich iamano i leucociti 

infiammatori verso il sito di infezione e citochine  che inducono e 

portano avanti la risposta cellulare infiammatoria,  e questi mediatori 

inducono un danno diretto ai tessuti. Al momento de lla re-infezione il 

rilascio di chemochine da parte della cellula ospit e guida il 

reclutamento di cellule immunitarie clamidia-specif iche [254]. 

L’infezione dell’epitelio del tratto genitale si tr aduce nella produzione 

dell’interleuchina-1 (IL-1), del tumor necrosis factor  (TNF), IL-8 e IL-

6, che inducono l’aumento dell’espressione delle mo lecole di adesione 

endoteliali che aiutano al richiamo delle cellule i mmunitarie [255]. 

Anche i macrofagi che risiedono nel tessuto contrib uiscono al rilascio di 

citochine e chemochine. Le cellule epiteliali infet te rilasciano le MMPs 

(metalloproteine) che contribuiscono alla proteolis i e al rimodellamento 

del tessuto. La produzione di IFN- γ da parte delle natural killer (NK) 

guida le cellule T CD4 verso il differenziamento ne lla sottopopolazione 

Th1. Gli anticorpi rilasciati dalle plasmacellule i nattivate dei corpi 
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elementari extracellulari e la produzione di IFN- γ inibisce la 

replicazione intracellulare della chlamydia. Dopo c he l’infezione si è 

risolta, l’infiammazione si attenua, ma come risult ato finale è possibile 

che si formi una cicatrice persistente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Patogenesi dell’infezione genitale da Chlamydia tra chomatis (Darville 
et al., J Infect Dis 2010, 201 Suppl 2:S114-25).  
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1.13  MANIFESTAZIONI CLINICHE DELL ’ INFEZIONE DA CHLAMYDIA 

TRACHOMATIS 

 

TRACOMA 

Si tratta di una cheratocongiuntivite cronica 

contratta per contagio interumano diretto, 

caratterizzata da ipertrofia follicolare, 

danno corneale e cicatrici congiuntivali, che 

può portare anche alla cecità [256]. È causata 

dai sierotipi da A a C e Ba.  

 

 

I NFEZIONI UROGENITALI  

Sono causate principalmente dai sierotipi da D a K e sono la causa tra le 

più comuni infezioni sessualmente trasmesse a livel lo mondiale [217]. 

L’infezione urogenitale da Chlamydia  è stata definita “epidemia silente” 

dal momento che può persistere per anni senza causa re sintomi fino a che 

non si manifestano complicazioni e poi il trattamen to risulta 

insufficiente nel bloccare il danno permanente. 

Infatti, molte infezioni sono asintomatiche, più ne lle donne rispetto 

agli uomini [257]. I sintomi iniziali includono sec rezioni mucose dal 

pene e dalla vagina e una sensazione di bruciore qu ando si urina. Se 

l’infezione diventa più profonda, i sintomi nelle d onne si traducono in 

un dolore al basso ventre, dolore inusuale durante il rapporto sessuale e 

sanguinamento nel periodo inter-mestruale. Nell’uom o un’infezione più 

profonda può portare a sintomi come dolore e gonfio re dei testicoli.  

Nelle donne le complicazioni di un’infezione da Chlamydia  non trattata 

sono più comuni e più gravi rispetto a quelle degli  uomini e vengono 

denominate comunemente malattia pelvica infiammator ia (PID), termine 

generico per indicare le infezioni dell’utero, dell e tube di Fallopio e 

delle ovaie. La PID causa cicatrizzazione e fibrosi  dei tessuti colpiti 

dall’infezione. Ciò può bloccare o interrompere il normale movimento 

della cellula uovo e portare ad una gravidanza extr auterina, che può 

evolvere in emorragia interna, sepsi e può portare anche a morte se non 

diagnosticata in tempo. Più spesso la PID può causa re la completa 

ostruzione delle tube di Fallopio impedendo allo sp erma di raggiungere 
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l’uovo, causando così infertilità. La PID può porta re anche ad un dolore 

pelvico cronico [258, 259]. Le complicanze nell’uom o sono più rare, ma 

l’infezione può trasmettersi ai testicoli e causare  epididimite, la 

quale, se non viene trattata, può portare all’infer tilità. [260, 261].   

 

LINFOGRANULOMA VENEREO 

Malattia sistemica trasmessa per contagio 

sessuale, causata dai sierotipi da L1 a L3 

[262].  

Il quadro clinico presenta lesioni primarie, 

secondarie e terziarie. Le lesioni primarie 

possono essere di vari tipi: papule, ulcere o 

erosioni; sono generalmente di breve durata e 

spesso passano inosservate. Le lesioni secondarie c ostituiscono le 

manifestazioni più frequentemente osservate dai cli nici e sono 

rappresentate dall’infiammazione e dall’ingrossamen to dolente dei 

linfonodi inguinali, che possono successivamente su bire una suppurazione 

e rompersi. Le lesioni terziarie derivano dall’obli terazione cronica dei 

vasi linfatici nella zona ano-genitale con consegue nte elefantiasi degli 

organi genitali, fistole, stenosi rettali e proctit i [263]. 
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1.14.  VIE DI TRASMISSIONE  

La Chlamydia trachomatis  usa le stesse vie di trasmissione dell’HPV. Si 

trasmette attraverso il contatto sessuale, mediante  il seme o le 

secrezioni vaginali e tramite la via verticale, da madre a figlio, 

causando nel neonato patologie oculari e respirator ie [264]. Così come 

per tutte le altre infezioni sessualmente trasmissi bili, anche per 

l’infezione da Chlamydia trachomatis , l’uso del preservativo limita 

notevolmente la trasmissione, anche se non elimina del tutto il rischio 

[265].  
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1.15  EPIDEMIOLOGIA DELL ’ INFEZIONE DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

 

L'OMS stima che ogni anno nel mondo si verificano 9 2 milioni di nuovi 

casi di infezione da C. trachomatis  [10]. Di questi, 3-4 milioni si 

verificano negli Stati Uniti, 5 milioni nell’Europa  occidentale e 16 

milioni nell’Africa sub-sahariana [2,14,216]. 

L’asintomaticità è senza dubbio la ragione principa le per la quale 

l’infezione da Chalmydia trachomatis  rappresenta oggi un problema 

sanitario di notevole impatto a livello mondiale. C irca il 70% delle 

infezioni sostenute da tale patogeno rimane asintom atico per esordire, a 

distanza di tempo, con una complicanza [259].  

La questione si fa tanto più spinosa se consideriam o che la popolazione 

maggiormente colpita dall’infezione risulta essere quella degli 

adolescenti/giovani/adulti (15-25 anni), che costit uiscono una fascia 

particolarmente a rischio. 

Secondo un’indagine condotta dall’ECDC nel corso di  20 anni (1990-2009), 

a cui hanno partecipato attivamente 23 Nazioni euro pee, peraltro con 

metodi e regolamenti di notifica molti diversi, l’i ncidenza 

dell’infezione da C. trachomatis  ha mostrato un trend  crescente un po’ 

ovunque ad eccezione di Estonia e Lituania (Figura 12) [13].   

Nel 2009 di tutti i circa 344 mila casi riportati d ai 23 Paesi membri, 

l’88% proveniva da soli 4 Paesi, quali: Danimarca, Norvegia, Svezia e 

Regno Unito. 
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Ancora una volta la fascia di età più colpita è que lla giovanile (20-24 

anni) in cui si verificano il maggior numero di cas i di infezione 

riportati pari al 41% nel 2009 e al 38% nel 2000, c ome mostrato in Figura 

13 [266]. Il secondo gruppo più numeroso è quello d ei giovani nella 

fascia d’età 15-19 anni, pari al 34% degli infetti nel 2009 e del 25% nel 

2000. Quindi nel 2009 circa il 75% di tutti i casi riportati apparteneva 

alla fascia d’età 15-24 anni. 

Il rapporto donne-uomini infettati risulta pari a 1 ,5:1 con una probabile 

sottostima dei casi nel sesso maschile per una mino re diffusione dello 

screening e un decorso più spesso asintomatica.  

 

 

Figura 12. Numero di casi di C. trachomatis per 100000 abitant i negli stati 
membri dell’UE/EEA dal 1995 al 2009. 
 

Figura 13. Casi di C. trachomatis per categoria d’età, dal 20 00 al 2009. 
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L’infezione da C. trachomatis  è oggi l’infezione sessualmente 

trasmissibile più comune in Gran Bretagna, con una prevalenza compresa 

tra il 2 e il 12% tra le donne che frequentano il s ervizio di Salute 

pubblica con il picco di incidenza intorno ai 25 an ni [13]. 

L’introduzione nel 2008 di un nuovo sistema di sorv eglianza ha permesso 

di notificare tutti quei casi che fino ad allora er ano sconosciuti, 

comportando un aumento repentino della prevalenza a  livello europeo.  

Nei Paesi asiatici, la prevalenza varia notevolment e, dal 5,7% in 

Thailandia, al 17% in India, fino al 26% della Papu a Nuova Guinea [267-

269]. Anche in America del Sud e nei Caraibi, i dat i sono molto 

variabili, dall’1,9% tra gli adolescenti cileni, al  2,1% delle donne in 

gravidanza nel Brasile, fino al 12,2% nelle donne c he frequentano le 

cliniche familiari in Giamaica [2, 270, 271].  

In Africa, i dati sono relativi soprattutto a studi  effettuati sulle 

donne in gravidanza, con prevalenze che vanno dal 6 % in Tanzania al 13% a 

Capo Verde [2]. La variabilità dei dati però può di pendere anche dalla 

diversa capacità di rilevare la presenza dell’infez ione nella 

popolazione, data l’assenza prevalente di sintomi e  quindi di diagnosi. 

Secondo i CDC americani, la C. trachomatis  è l’infezione batterica 

sessualmente trasmessa più comunemente identificata  negli Stati Uniti. 

Nel 2006, il Sexually Transmitted Disease Surveillance , il sistema di 

sorveglianza statunitense delle malattie sessualmen te trasmesse ha 

riportato oltre 1 milione di casi di infezione nei 50 Stati della 

Confederazione [8]. Si tratta certamente di un nume ro sottostimato, dato 

che molte persone infette non si rivolgono ai servi zi sanitari perché non 

riconoscono i sintomi dell’infezione. I CDC stimano , infatti, in 3 

milioni gli americani infettati ogni anno dal batte rio.   

       

In media, nei diversi Stati Usa, il 5,6% delle donn e tra i 15 e i 24 anni 

di età, inserite in programmi di screening è risult ato positivo ai test 

[272].  

In Italia la malattia non è soggetta a notifica. In  uno studio condotto 

dal 1997 al 2000 su circa 3000 donne di età compres a tra 14-25 anni è 

stata rilevata una prevalenza di infezione da C. trachomatis del 3,5%  

con un’età mediana degli infetti pari a 22,12 anni [273].   
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1.16  METODI DIAGNOSTICI PER L ’ IDENTIFICAZIONE DELL ’ INFEZIONE 

DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

Una diagnosi rapida e accurata è importante per una  gestione ottimale del 

paziente e per l’interruzione della trasmissione de ll’infezione. La 

possibilità di identificare la presenza di C. trachomatis  con elevata 

sensibilità è fondamentale in considerazione del fa tto che è proprio la 

persistenza dell’infezione a determinare e sostener e quelle condizioni 

cliniche che sono spesso alla base dell’elevata inc idenza del contagio. 

                       

La C. trachomatis  viene diagnosticata attraverso un esame di laborat orio 

che può essere effettuato su due diversi tipi di ma teriale, un campione 

prelevato da tessuti infetti, tipicamente il tampon e vaginale e/o un 

campione di urine. Per rispondere alle necessità di  una diagnosi rapida e 

all’esigenza di iniziare rapidamente un trattamento  in caso di sospetto 

clinico, sono stati sviluppati alcuni test rapidi. Oltre al soggetto 

interessato, è necessario che anche gli eventuali p artner sessuali 

vengano testati per la presenza del batterio.                            

La diagnosi di infezione da Chlamydia trachomatis  include diverse 

tecniche di laboratorio [274]: 

• ESAME COLTURALE: C. trachomatis  non cresce nei normali terreni 

di coltura ma è possibile infettare linee cellulari  competenti 

(HeLa) [275]. Le colture cellulari infettate consen tono di 

individuare anche infezioni a bassa carica batteric a grazie a 

vari sistemi di colorazione che evidenziano i corpi  

elementari. Per la sua alta specificità (100%) e se nsibilità 

(70-90%) è un metodo che garantisce di evidenziare la presenza 

o l’assenza dell’infezione.  

• IMMUNOFLUORESCENZA DIRETTA: è una metodica semplice , rapida e 

relativamente economica. Ha una sensibilità inferio re 

all’esame colturale. La sua validità risiede nella sua 

rapidità di risultato. Nel caso di positività però,  data 

l’incidenza significativa di falsi-positivi, necess ita di un 

altro tipo di test di conferma. 
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• TEST IMMUNOENZIMATICI: è una metodica semplice che si basa 

sulla presenza degli antigeni (Ag) nel campione esa minato. Può 

essere utile negli screening, nei quali si richiede  di 

valutare solo la presenza dell’Ag. 

• TEST DI AMPLIFICAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICI: un net to 

incremento della specificità e soprattutto della se nsibilità 

nella diagnosi di patologie Chamydia correlate è re so 

possibile dalla determinazione diretta del DNA di t ale 

patogeno, mediante la tecnica di PCR ( Polymerase Chain 

Reaction ). Per mezzo di tale metodica, infatti, é possibile  

individuare una specifica regione del genoma di C. trachomatis  

permettendo una diagnosi precisa anche in una tipol ogia di 

campione (urina, secreti congiuntivali, liquidi sem inali e 

sinoviali) in cui il patogeno può avere scarsa o nu lla 

vitalità oppure carica microbica molto bassa: infat ti, é 

proprio in questi casi che si determinano le condiz ioni 

cliniche sfavorevoli (latenza, asintomaticità e 

cronicizzazione), che sono alla base dell'elevata i ncidenza 

del contagio [276]. 

Ciascuna di queste tecniche presenta vantaggi e sva ntaggi in termini di 

specificità e sensibilità, e questo deve essere ten uto presente 

nell’interpretazione dei risultati. Uno dei fattori  critici è la 

sensibilità in quanto la possibilità del verificars i di risultati 

falsamente negativi permettono alla malattia di dif fondersi ulteriormente 

e di ritardare l’inizio della terapia, rendendo mol to più probabili le 

conseguenti complicazioni. 
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1.17  STRATEGIE DI PREVENZIONE DELL ’ INFEZIONE DA CHLAMYDIA 

TRACHOMATIS 

 

La prevenzione primaria rappresenta la forma di pre venzione principale. È 

focalizzata sull'adozione di interventi e comportam enti in grado di 

evitare o ridurre l'insorgenza e lo sviluppo dell’i nfezione stessa. La 

maggior parte delle attività di promozione della sa lute verso la 

popolazione mirano a ridurre i fattori di rischio d a cui potrebbe 

derivare un aumento dell'incidenza dell’infezione. Si consiglia quindi di 

astenersi dall’avere rapporti sessuali a rischio; u tilizzare sempre 

contraccettivi barriera, quali il preservativo che,  se anche non 

eliminano del tutto il rischio di contagio, lo limi tano notevolmente; ed 

infine di prediligere relazioni monogame.  

L’introduzione di un programma di screening che vad a a riconoscere, 

nell’ambito di una popolazione asintomatica, quei c asi di infezione 

altrimenti misconosciuti, sembra essere attualmente  la strategia migliore 

per prevenire la diffusione dell’infezione, nonché per instaurare nei 

casi affetti una terapia mirata che scongiuri l’ins orgenza di una 

complicanza. Oggi grazie all’ottimizzazione delle t ecniche diagnostiche 

sarebbe possibile andare ad identificare anche tutt i i casi asintomatici  

limitando così il numero di possibili conseguenze p ericolose, anche se 

poche Nazioni attualmente riconoscono l’importanza di un’individuazione 

precoce dell’infezione nella prospettiva di evitare  futuri danni cronici 

e permanenti nella popolazioni suscettibile e nella  valutazione dei 

costi-benefici.  

Sebbene le infezioni diagnosticate da Chlamydia trachomatis  siano 

trattabili mediante terapia antibiotica, quelle asi ntomatiche e 

persistenti rimangono comunque tantissime, per cui sarebbero necessarie 

strategie preventive che permettano il controllo de ll’infezione e la 

prevenzione delle complicanze nella popolazione. 

Nel corso degli anni si sono susseguiti numerosi te ntativi allo scopo di 

sviluppare un vaccino contro la Chlamydia trachomatis, ma ad oggi  non 

sono ancora disponibili vaccini per prevenire le in fezioni da Chlamydia  e 

i migliori candidati sono ancora in fase preclinica . I primi studi si 

sono focalizzati sull’uso di organismi interi inatt ivati [277-280], che 

hanno prodotto una protezione a breve termine in al cuni individui ma 

hanno anche portato alla manifestazione della malat tia in altri, dovuta 
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all’aumento delle reazioni di ipersensibilità. La m aggior parte degli 

studi si sono focalizzati sulla proteina MOMP come potenziale candidato 

per il vaccino. Vari esperimenti hanno dimostrato l ’importanza di epitopi 

conformazionali, siti su MOMP, e anticorpi neutrali zzanti nel controllo 

dell’infezione [281]; ma tuttora rimane complicato produrre ricombinanti 

di MOMP in forma nativa con epitopi intatti e confo rmazionalmente 

rilevanti [282].  

Poiché la vaccinazione riamane il miglior approccio  come forma di 

protezione nei confronti dell’infezione da Chlamydi a, il fine ultimo 

della ricerca sui vaccini per la Chlamydia è quello  di identificare 

antigeni di protezione capaci di indurre la necessa ria risposta 

immunitaria protettiva. 
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1.18  TERAPIA DELLE INFEZIONI DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

L’infezione da C. trachomatis  è trattabile con antibiotici. Il 

trattamento di un’infezione genitale non complicata  può essere condotto 

seguendo diversi schemi terapeutici. In generale i farmaci utilizzati per 

il trattamento sono: azitromicina  in dose unica, o doxiciclina  a diverso 

dosaggio di somministrazione per 7 giorni [283]. Es sendo trasmissibile 

per via sessuale, oltre al soggetto interessato, è fondamentale testare 

ed eventualmente trattare anche tutti i partner ses suali. Infatti il 

rischio di  trasmissione dell’infezione in pazienti  esposti a soggetti 

infetti è molto elevato. La terapia va eseguita: 

1.  in modo empirico nei pazienti che presentano sintom i o segni 

riferibili ad infezione da Chlamydia trachomatis  immediatamente 

dopo il prelievo diagnostico, senza attendere il ri sultato del test 

di laboratorio; 

2.  nei soggetti asintomatici risultati positivi al tes t di screening; 

3.  nei partner sessuali delle persone infette se risul tati positivi a 

loro volta al test diagnostico o considerati tali s olo sul dato 

anamnestico. 

Dopo tre settimane dall’inizio della terapia si ese gue una valutazione 

clinica. Se il paziente ha seguito regolarmente la terapia, non 

persistono sintomi o comunque non si apprezzano dat i clinici che possano 

far sospettare una reinfezione, non è necessario ri correre a test di 

controllo. Se invece i sintomi non sono scomparsi o ppure si sospetta una 

reinfezione, occorre ripetere il test diagnostico. Per evitare la 

possibilità di un risultato falsamente positivo, l’ esame dovrà essere 

effettuato dopo almeno tre settimane dall’inizio de lla terapia. Nel caso 

degli adolescenti, considerando l’alto tasso di rei nfezione che si 

riscontra, si consiglia di ripetere un test di scre ening dopo 3-4 mesi 

dall’esecuzione della terapia. 

 
 



2. SCOPO DELLA TESI 
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Le IST costituiscono uno dei più seri problemi di S anità Pubblica a 

livello mondiale, sia nei Paesi industrializzati si a in quelli in via di 

sviluppo.  

Le IST sono considerate infezioni in aumento nella popolazione, in 

particolare nella fascia d’età adolescente/giovane- adulta; molte di 

queste, se non trattate, possono portare a serie co mplicanze per 

l’apparato genitale sia maschile che femminile. Il fatto che possano 

spesso decorrere in maniera asintomatica può compor tare una diagnosi 

tardiva di infezione, con limitate possibilità di i ntervento.  

I dati epidemiologici italiani sulle IST sono scars i e incompleti, 

soprattutto per alcune di queste e per le fasce d’e tà più giovani, che 

costituiscono invece le categorie più a rischio. 

Tra i diversi agenti virali, batterici, fungini e p rotozoari responsabili 

di IST, Human Papillomavirus (HPV) è riconosciuto c ome causa necessaria 

del carcinoma della cervice uterina, mentre Chlamydia trachomatis è 

associata a malattia infiammatoria pelvica e steril ità; le infezioni 

sostenute da tali patogeni sono le più diffuse nell a popolazione 

generale.  

 

Il presente lavoro di tesi ha pertanto preso in con siderazione queste due 

IST ed è stato condotto impiegando metodi bio-molec olari e bio-

informatici per il raggiungimento dei seguenti obie ttivi: 

 

1.  Epidemiologia molecolare delle infezioni da HPV e Chlamydia 

trachomatis.  

      A tale scopo si è provveduto a: 

• studiare la prevalenza di infezione da HPV e caratt erizzare i 

principali genotipi infettanti in donne della popol azione 

generale femminile (25-64 anni), fascia d’età norma lmente 

afferente ai programmi di screening;  

• indagare la frequenza di infezione da HPV e caratte rizzare i 

principali genotipi circolanti in adolescenti/giova ni donne 

(13-24 anni) sessualmente attive; 

• valutare l’eventuale presenza di infezioni da HPV e  dei 

genotipi infettanti in adolescenti/giovani donne se ssualmente 

attive vaccinate con vaccino anti-HPV; 

• studiare la prevalenza di infezione da Chlamydia trachomatis 

nelle adolescenti/giovani donne (13-24 anni) sessua lmente 
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attive; in questo lavoro è stata prioritariamente s celta 

questa fascia d’età dal momento che i dati disponib ili a 

livello nazionale risultano esigui. 

 

2.  Sorveglianza microbiologica delle infezioni sostenu te da HPV e 

Chlamydia trachomatis mediante analisi filogenetica. 

A tale scopo si è provveduto a: 

• studiare le varianti geografiche e gli eventuali “ escape 

mutants” dei genotipi ad alto rischio oncogeno HPV-16 e HP V-

18; 

• valutare i principali serovar di Chlamydia trachomatis 

responsabili di infezione nelle adolescenti/giovani  donne 

sessualmente attive. 

 

3.  Valutazione delle co-infezioni HPV/ Chlamydia trachomatis nelle 

adolescenti/giovani donne sessualmente attive, cons iderandone gli 

aspetti epidemiologici in relazione a potenziali st rategie 

preventive. 

 



3.  MATERIALI  E METODI 
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3.1  POPOLAZIONE IN STUDIO  

 

In questo lavoro di tesi sono stati inclusi 1557 ca mpioni biologici 

appartenenti ad altrettanti soggetti di sesso femmi nile, raccolti e 

successivamente analizzati nel periodo compreso tra  gennaio 2009 e 

dicembre 2011. 

I campioni in studio appartenevano a 3 diversi grup pi di soggetti: 

• 688 brush cervicali, raccolti da donne di età compr esa tra 25 e 64 

anni (età mediana: 36 anni); 

• 563 brush cervicali, raccolti da adolescenti/giovan i donne di età 

compresa tra 13 e 24 anni (età mediana: 19 anni) se ssualmente 

attive; 

• 306 brush cervicali, raccolti da giovani donne (età  mediana 19 

anni, range  19-21 anni), sessualmente attive, sottoposte a 

vaccinazione volontaria nel 18° anno d’età, con vac cino 

tetravalente anti-HPV.  

 

I brush cervicali sono stati raccolti, per le prime  due coorti in studio, 

da donne appartenenti alla popolazione generale, af ferenti presso 

consultori, ambulatori clinici e centri giovani del le ASL dei Comuni di 

Milano, Genova e Torino per visite ginecologiche di  screening e/o di 

controllo. Ad ogni soggetto, se maggiorenne, o al t utore legale, se 

minorenne, è stata richiesta l’autorizzazione all’u tilizzo dei dati in 

forma anonima tramite consenso informato.  

Nella coorte delle vaccinate, sono stati inclusi so ggetti arruolati nel 

corso di uno studio condotto presso l’Istituto Euro peo di Oncologia (IEO) 

di Milano. I campioni citologici sono stati raccolt i dopo almeno un anno 

dal completamento della schedula vaccinale. 

Lo studio è stato condotto nell’ambito di due Proge tti di Ricerca 

Nazionale (PRIN 2007 e PRIN 2009) che hanno coinvol to il Dipartimento di 

Sanità Pubblica-Microbiologia-Virologia dell’Univer sità degli Studi di 

Milano, il Dipartimento di Scienze della Salute, Un iversità degli Studi 

di Genova e il Dipartimento di Sanità Pubblica e Mi crobiologia, 

Università degli Studi di Torino. 

Tutti i campioni raccolti sono stati sottoposti all e opportune analisi 

per determinare la presenza di infezione da HPV e d ei genotipi di HPV 

infettanti mediante metodi molecolari. 
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I campioni riscontrati infetti da genotipo HPV-16 o  genotipo HPV-18 sono 

stati quindi sottoposti ad ulteriori indagini filog enetico-molecolari per 

lo studio delle varianti geografiche di tali genoti pi e la 

caratterizzazione di eventuali varianti “escape” . 

I campioni raccolti dalle adolescenti/giovani donne  di età 13-24 anni 

sono stati inoltre sottoposti a specifiche analisi per determinare, 

mediante metodi molecolari, la presenza di infezion e da Chlamydia 

trachomatis . I campioni risultati infetti da tale agente patog eno sono 

stati analizzati filogeneticamente per valutare i serovar  circolanti.  
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3.2  RACCOLTA,  CONSERVAZIONE ED ESTRAZIONE DI DNA DA CAMPIONI 

BIOLOGICI  

 

Da ciascuna donna appartenente alle diverse popolaz ioni in studio sono 

state prelevate cellule dell’epitelio della cervice  uterina tramite brush 

cervicale, nel corso della visita ginecologica. Le cellule sono state poi 

risospese nel terreno liquido ThinPrep PreservCyt Solution®  e conservate 

a 4°C fino al momento dell’indagine molecolare, svo lta presso la Sezione 

di Virologia applicata alla Sanità Pubblica, Dipart imento di Sanità 

Pubblica-Microbiologia-Virologia, Università degli Studi di Milano. 

 

•  PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 

Dieci ml di soluzione PreservCyt® contenente il materiale citologico ,  

sono stati centrifugati a 4500xg per 15 minuti a 4° C, il pellet di 

cellule così ottenuto è stato risospeso in 1 ml di PBS ( Phosphate-

Buffered Saline ) e conservato a -20°C fino alla successiva fase 

operativa.  

 

•  ESTRAZIONE DEL DNA 

L’estrazione è stata effettuata mediante l’utilizzo  di un estrattore 

automatico ( NucliSENS ® EasyMAG®, Biomérieux, France) per l’estrazione 

contemporanea sia dell’RNA che del DNA contenuti ne l campione. 

Questo metodo, basato sulla chimica di Boom, utiliz za la silice magnetica 

per estrarre gli acidi nucleici dal campione di par tenza. In ambiente con 

forti concentrazioni di sali, gli acidi nucleici le gano le particelle di 

silice costituendo la fase solida di estrazione. At traverso cicli di 

lavaggi i componenti diversi dagli acidi nucleici v engono eliminati e al 

termine dell’estrazione gli acidi nucleici vengono eluiti dalla fase 

solida. 

Il protocollo si articolava in quattro diverse fasi  (Figura 14) . 

 

1.  Lisi dell’involucro virale  con la conseguente liberazione degli 

acidi nucleici contenutivi e inattivazione di RNasi  e DNasi: 500 µl 

di campione sono stati aggiunti a 1,5 ml di NucliSe ns Lysis Buffer, 

una soluzione contenente prevalentemente tiocianato  di guanidina ad 

una concentrazione di 5 mol/l. Successivamente la m iscela è stata 

incubata per 10 minuti a temperatura ambiente.  
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2.  Legame alla silice : 100 µl di silice costituita da biglie 

magnetiche sono stati aggiunti a ciascun campione l isato.   

3.  Lavaggi: la fase prevedeva 4 lavaggi utilizzando tre diversi  buffer 

a composizione non nota. 

4.  Eluizione : dopo 5 minuti di incubazione a 60°C in un volume di 100 

µl di buffer di eluizione (a composizione non nota),  viene 

eliminata la silice magnetica e l’acido nucleico ri masto nel buffer 

di eluizione veniva trasferito in provette da 1,7 m l per lo 

stoccaggio.  

 

Terminata l’estrazione, l’acido nucleico ottenuto è  stato utilizzato 

direttamente per le analisi molecolari e successiva mente conservato a -

20°C. 

 

Figura 14: Descrizione delle procedure del metodo d’estrazion e NucliSENS ® 
EasyMAG®, Biomérieux, The Netherlands (biomerieux-usa.com).  
 

Tranne la prima fase, eseguita manualmente e in amb iente protetto (cappa 

a flusso laminare di classe II), l’ultima fase di t rasferimento 

dell’acido nucleico eluito, le restanti fasi sono s tate eseguite in modo 

automatizzato dallo strumento. 
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•  MISURAZIONE DEL DNA ESTRATTO 

La concentrazione ed il grado di purezza del DNA es tratto sono stati 

valutati mediante analisi spettrofotometrica ( NanoDrop ND-2000/220C, 

Euroclone® Thermo Scientific, USA) misurando l’asso rbanza degli estratti 

alla lunghezza d’onda di 260 nm (assorbanza del DNA ) e di 280 nm 

(assorbanza delle proteine). Un rapporto tra assorb anza misurata a 260 e 

quella a 280 (A 260 /A 280) compreso tra 1,8 e 2,0 è stato considerato un buo n 

indice di purezza dell’acido nucleico estratto, suf ficientemente privo di 

contaminanti proteici. 

 

•  VERIFICA DELL ’ INTEGRITÀ E DELLA COMPETENZA DEL DNA ESTRATTO MEDIANTE SAGGIO 

DI PCR 

Per verificare l’integrità e la competenza del DNA estratto è stato 

amplificato un frammento di 268 bp del gene umano u biquitario della β-

globina (sito sul cromosoma XI) utilizzando la copp ia di primer GH 2O e 

PCO4 [284].  

 

GH2O   5’– CAA CTT CAT CCA CgT TCA CC  – 3’, 

primer sense, temperatura di melting ( T°m) 62°C. 

 

PCO4   5’– gAA gAg CCA Agg ACA ggT AC  – 3’, 

primer anti-sense, T°m 60°C. 

 

In una miscela di reazione del volume finale di 25 µl vengono aggiunti: 

0,5 µg di DNA estratto,  5 µl di  5x Green GoTaq �Reaction Buffer  (7,5mM 

MgCl2; Ph 8,5), 0,5 µl di dNTPs (10 mM), 0,5 µl di ciasc un primer (30 

pmoli/µl),  0,125 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e 

H2O per biologia molecolare (Sigma-Aldrich S.r.l. Mil ano, Italia) fino al 

volume finale.  

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

25 94°C x 30'' 55°C x 30'' 72°C x 30'' 
1   72°C x 7' 
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3.3  DIAGNOSI DI INFEZIONE DA HPV E TIPIZZAZIONE VIRALE  

 

•  AMPLIFICAZIONE DEL DNA VIRALE MEDIANTE SAGGIO DI PCR SPECIFICO PER LA ORF 

L1  DI HPV 

Per la determinazione del DNA virale è stato amplif icato un frammento 

dell’ORF L1 di circa 450 pb (variabile di pochi nuc leotidi in eccesso o 

difetto secondo il tipo di HPV) mediante un saggio di PCR in house . È 

stata utilizzata la coppia di primer ELSI_F  ed ELSI_R :  

 

ELSI_F    5’ –  gCN CAR ggH CAT AAY AAT gg – 3’ [*]  

nt 6582-nt 6601, sulla sequenza di riferimento HPV- 16 Europea AF536179,  

primer sense, T°m  50,8 °C.  

 

ELSI_R    5’ –  CgN CCH AAD ggA AAY TgA TC – 3’ [*]  

nt 7014-nt 7033,  sulla sequenza di riferimento HPV -16 Europea AF536179,  

primer anti-sense, T°m 58,5°C.  

 

[* N = A o C o G o T; R = A o G; H = A o C o T; Y =  C o T] 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl vengono 

aggiunti: 1 µg di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction Buffer  

(7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun p rimer (30 

pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e H 2O 

per biologia molecolare (Sigma-Aldrich S.r.l. Milan o, Italia) fino al 

volume finale.  

 

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

40 94°C x 30'' 55°C x 30'' 72°C x 30'' 
1   72°C x 7' 
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•  VISUALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DI PCR 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro. La corsa elettroforetica è stata eseguita ad un voltaggio di 120 

mV per 60 minuti. L’amplificato d’interesse è stato  riconosciuto mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder , 

BioLabs, New England )  (Figure 15 e 16). 

 

 

Figura 15: Elettroforesi su gel di agarosio al 2% di una PCR per la β-globina. 

 

 
 

Figura 16: Elettroforesi su gel di agarosio al 2% di una PCR p er 
l’amplificazione di un frammento di 450 bp dell’ORF  L1. 
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•  GENOTIPIZZAZIONE DI HPV MEDIANTE RFLP 

I campioni risultati HPV-DNA positivi sono stati ti pizzati tramite la 

tecnica enzimatica “Restriction Fragment Lenght Polymorphism” (RFLP). 

Previa purificazione dei prodotti di amplificazione  in regione L1 (primer 

ELSI_R/ELSI_F), la genotipizzazione è stata effettu ata tramite digestione 

enzimatica mediante tre enzimi di restrizione: RsaI, HaeIII e DdeI 

( Recombinant Enzyme, BioLabs, New England ) [285]. 

 

DIGESTIONE ENZIMATICA MEDIANTE L ’ UTILIZZO DEGLI ENZIMI RSA I, HAE III E DDE I 

Per ognuno dei 3 enzimi è stata preparata una misce la di digestione del 

volume finale di 15 µl costituita da: 10 µl di ampl ificato (regione L1 

del genoma virale), 0,1 µl di enzima (10 U/ml), 2,5  µl di Buffer NE 10x 

(specifico per ogni enzima) e 2,4 µl di H2O sterile  per biologia 

molecolare (Tabella 5). La soluzione di reazione è stata quindi incubata 

a 37°C per 60 minuti; successivamente gli enzimi so no stati inattivati a 

80°C per 20 minuti. 

 

 MMii ss cc eell aa  11  MMii ss cc eell aa  22  MMii ss cc eell aa  33  
Enzima  Rsa I –0.1 µl  Hae III –0.1 µl  Dde I –0.1 µl  
Buffer  NE 1 –2.5 µl  NE 2 –2.5 µl  NE 3 –2.5 µl  

Amplificato  10 µl  10 µl  10 µl  
H2O 2.4 µl  2.4 µl  2.4 µl  

Totale  15 µl  15 µl  15 µl  
 

Tabella 5: Miscele di digestione. 
 

I siti di taglio degli enzimi di restrizione sono i  seguenti: 

 

Rsa I  5'…GT▼AC…3' 

3'…CA▲TG…5' 

 

Hae III  5'…GG▼CC…3' 

3'…CC▲GG…5' 

 

Dde I  5'…C▼TNA G…3' 

3'…G ANT▲C…5' 

 

 

 

 

 



 86 

VISUALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DI DIGESTIONE  

I prodotti di digestione sono stati identificati me diante separazione in 

gel di agarosio al 3% contenente 0,01 µg/ml di etid io bromuro. 

L’elettroforesi è stata condotta ad un voltaggio di  100 mV per 90 minuti. 

I pesi molecolari dei frammenti di digestione sono stati riconosciuti 

mediante confronto con due opportuni marker di rife rimento ( PCR 100 bp 

Low Ladder , SIGMA e PCR 20 bp ladder without reference bands , SIGMA). Il 

genotipo virale d’interesse è stato riconosciuto tr amite la lettura 

combinata dei pesi molecolari dei frammenti ottenut i dalle tre digestioni 

con gli enzimi RsaI, HaeIII e DdeI . Un esempio di tipizzazione di tre 

diversi campioni è mostrato in Figura 17; mentre in  Tabella 6 è riportato 

lo schema di lettura dei tagli per l’individuazione  dei diversi genotipi.  

 

 

Figura 17: Immagine di un’elettroforesi su gel di agarosio al  3% in cui sono 
visibili i prodotti di digestione di una RFLP. 
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Rischio Tipo Rsa I (bp) Hae III (bp) Dde I (bp) 

HR-Gruppo 1 16 310 72 70 444 8 INDIGERITO (452) 
HR-Gruppo 1 18 135 125 85 72 38 INDIGERITO (455) 432 23 
HR-Gruppo 1 31 380 72 328 124 283 167 2 
HR-Gruppo 1 33 236 102 72 39 INDIGERITO (449) 320 77 52 
HR-Gruppo 1 35 177 161 72 42 261 180 83 294 135 23 
HR-Gruppo 1 39 260 123 72 INDIGERITO (455) 324 131 
HR-Gruppo 1 45 338 72 45 447 8 324 131 
HR-Gruppo 1 51 380 72  379 73  362 90 
HR-Gruppo 1 52 INDIGERITO (449) 258 183 8 357 92 
HR-Gruppo 1 56 310 72 49 18 275 166 307 142 
HR-Gruppo 1 58 306 111 32 INDIGERITO (449) 348 101 
HR-Gruppo 1 59 INDIGERITO (452) 396 56 INDIGERITO (452) 

HR-Gruppo 2A 68 260 85 72 38 INDIGERITO (455) INDIGERITO (455) 
HR-Gruppo 2B 26 365 72 18 INDIGERITO (455) INDIGERITO (455) 
HR-Gruppo 2B 30 INDIGERITO (450) 232 217 291 158 
HR-Gruppo 2B 34 186 161 96 15 334 124 211 151 88 8 
HR-Gruppo 2B 53 INDIGERITO (449) 232 217 206 158 85 
HR-Gruppo 2B 66 INDIGERITO (449) INDIGERITO (449) 291 158 
HR-Gruppo 2B 67 310 72 67 266 183 299 92 50 8 
HR-Gruppo 2B 69 365 72 18 223 183 49  INDIGERITO (455) 
HR-Gruppo 2B 70 231 123 72 29 232 117 106 INDIGERITO (450) 
HR-Gruppo 2B 73 201 161 96 INDIGERITO (449) 243 215 
HR-Gruppo 2B 82 383 72  INDIGERITO (455) 288 167 
HR-Gruppo 2B 85 410 45 INDIGERITO (455) 270 185 
LR-Gruppo 3 6 161 149 72 67 217 124 108 382 67 
LR-Gruppo 3 11 216 135 72 26  217 124 108  447 2 
LR-Gruppo 3 28 268 72 45 43 397 31  426 2 
LR-Gruppo 3 32 216 161 72 317 124 8 320 108 21 
LR-Gruppo 3 40 365 90 447 8 297 158 
LR-Gruppo 3 42 242 135 72 INDIGERITO (449) 341 108 
LR-Gruppo 3 43 339 71 45 330 125 INDIGERITO (455) 
LR-Gruppo 3 44 22 161 72 223 124 108 297 112 46 
LR-Gruppo 3 54 138 125 117 72 217 127 108 INDIGERITO (452) 
LR-Gruppo 3 55 165 161 72 57 215 124 108 8 112 111 101 85 46 
LR-Gruppo 3 57 INDIGERITO (449) INDIGERITO (449) 211 142 50 46 
LR-Gruppo 3 61 185 180 72 18 212 211 24 8 INDIGERITO (455) 
LR-Gruppo 3 62 359 72 18 232 217 INDIGERITO (449) 
LR-Gruppo 3 71 380 72 217 127 108 320 132 
LR-Gruppo 3 72 365 72 18 220 211 24 300 155 
LR-Gruppo 3 74 165 161 72 60 218 183 49 8 215 129 114 
LR-Gruppo 3 81 INDIGERITO (452) 127 113 108 96 8 INDIGERITO (452) 
LR-Gruppo 3 83 380 72  383 69 INDIGERITO (452) 
LR-Gruppo 3 84 310 142 346 106 220 142 90 
LR-Gruppo 3 86 380 72 343 106 3 310 125 17 
LR-Gruppo 3 87 380 72  232 209 8 3 362 90 
LR-Gruppo 3 89 380 72  317 127 8 246 152 54 

 
Tabella 6. Pattern di digestione del frammento di 450 bp del g ene L1 con gli 
enzimi di restrizione RsaI, HaeIII e DdeI per l’ide ntificazione dei diversi 
genotipi di HPV. 
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3.4  DIAGNOSI DI INFEZIONE DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS  

 

•  AMPLIFICAZIONE DEL DNA PLASMIDICO MEDIANTE SAGGIO DI N ESTED-PCR SPECIFICO 

PER IL PLASMIDE CRIPTICO DI CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

La determinazione del DNA batterico per la diagnosi  dell’infezione da C. 

trachomatis  è stata eseguita mediante l’amplificazione di un f rammento 

del plasmide cripitico costitutivamente presente ne l battere attraverso 

un saggio di nested -PCR [286]. 

 

PRIMO STEP 

Il primo step amplificava un segmento di 212 pb tra mite l’utilizzo della 

coppia di primer CLA-1F  e CLA-1R: 

  

CLA-1F  5’- TTg gCY gCT AgA AAA ggC gAT T -3’ [*] 

nt 7153-nt 7174 sul plasmide criptico, primer sense , T°m 69,8°C.  

 

CLA-1R 5’- TCC ggA ACA YAT gAT gCg AAg T  -3’[*] 

nt 7365 - nt 7386 sul plasmide criptico, primer ant i-sense, T°m 67,4°C.  

[* Y = C o T] 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 0,5 µg di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction 

Buffer  (7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun 

primer (25 pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , 

Promega ) e H 2O per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. Milano, 

Italia ) fino al volume finale.  

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

30 94°C x 30'' 50°C x 30'' 72°C x 30'' 
   72°C x 7' 
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SECONDO STEP 

Nel secondo step è stato amplificato un frammento d i 150 pb, interno al 

segmento amplificato durante il primo step, utilizz ando la coppia di 

primer CLA-2F  e CLA-2R: 

 

CLA-2F 5’- AAC CAA ggT CgA TgT gAT Ag  -3’  

nt 7179-nt 7198 sul plasmide criptico, primer sense , T°m 5 9°C.  

 

CLA-2R 5’- TCA gAT AAT Tgg CgA TTC TT  -3’. 

nt 7328-nt 7347 sul plasmide criptico, primer anti- sense, T°m 58,8°C.  

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 2 µl di amplificato dal primo step, 10 µl  di 5x Green 

GoTaq�Reaction Buffer  (7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl 

di ciascun primer (25 pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA 

polymerase , Promega ) e H 2O per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. 

Milano, Italia ) fino al volume finale.  

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

25 94°C x 30'' 50°C x 30'' 72°C x 30'' 
1   72°C x 7' 

 

 

•  VISUALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DI PCR 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro. La corsa elettroforetica è stata eseguita ad un voltaggio di 120 

mV per 60 minuti. L’amplificato d’interesse è stato  riconosciuto mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder , 

BioLabs, New England )  (Figura 18). 
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Figura 18: Elettroforesi su gel di agarosio al 2% di una PCR p er 
l’amplificazione di un frammento di 150 bp del DNA plasmidico. 
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3.5.  STUDIO DELLE VARIANTI GEOGRAFICHE IN LCR E DEGLI E SCAPE 

MUTANTS IN L 1 DI HPV -16  E HPV -18  

 

•  AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR DI UN FRAMMENTO DELLA REGIONE REGOLATORIA LCR DI 

HPV-16  E DI HPV-18 

I campioni risultati HPV-16 e HPV-18 positivi sono stati sottoposti ad un 

saggio di PCR specifico per la regione regolatoria LCR del genotipo 16 e 

del genotipo 18; è stato quindi amplificato un segm ento di circa 730 bp 

(nt 7289–nt 93) con la coppia di primer LCR-s  e LCR-as  per HPV-16 e un 

segmento di 1169 pb (nt 7120-nt 432) con la coppia di primer LCR_HPV-18_F 

e LCR_HPV-18_R per HPV-18 [182, 287]. I due saggi molecolari di 

amplificazione sono stati condotti separatamente. 

 

HPV-16 

LCR-s   5 ′ - gCT TgT gTA ACT ATT gTg TCA  - 3 ′ 

nt 7289-nt 7309 sulla sequenza di riferimento HPV-1 6 Europea AF536179, 

primer sense, T°m 56°C. 

LCR-as   5 ′ - gTC CAg AAA CAT TgC AgT TCT  - 3 ′ 

nt 94-nt 115 sulla sequenza di riferimento HPV-16 E uropea AF536179, 

primer anti-sense, T°m 60°C. 

 

HPV-18 

LCR_HPV-18_F  5 ′ - TAC gTg CCA ggA AgT AAT ATg T  - 3 ′ 

nt 7120-nt 7141 sulla sequenza di riferimento HPV-1 8 Europea X05015, 

primer sense, T°m 59,9°C. 

LCR_HPV-18_R  5 ′ - Agg TgC CTg Cgg TgC CAg A  - 3 ′ 

nt 414-nt 432 sulla sequenza di riferimento HPV-18 Europea X05015, primer 

anti-sense, T°m 73,9°C. 

 

Per ciascun saggio di PCR, in una miscela di reazio ne con un volume 

finale di 50 µl vengono aggiunti: 1 µg di DNA estra tto, 10 µl di 5x Green 
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GoTaq�Reaction Buffer  (7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl 

di ciascun primer (30 pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA 

polymerase , Promega ) e H 2O per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. 

Milano, Italia ) fino al volume finale. 

Le PCR sono state condotte utilizzando un termocicl atore ( Thermal cycler, 

Perkin Elmer 9700 ,  USA) alle seguenti condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 

1 94°C x 5'   

40 94°C x 30'' 55°C x 30'' 72°C x 1' 

1   72°C x 7' 

 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro.  

La corsa elettroforetica è stata condotta ad un vol taggio di 120 mV per 

60 minuti. L’amplificato d’interesse è stato ricono sciuto mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder ,  

BioLabs, New England ) (Figura 19).  

 

 

Figura 19: Immagine di un’elettroforesi su gel di agarosio a l 2% in cui sono 
visibili frammenti di 730 bp della regione regolato ria LCR del genoma di HPV-16. 
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•  AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR DI DUE FRAMMENTI DELL ’ORF  L1  DI HPV-16  

I campioni HPV-16 positivi sono stati sottoposti ad  un protocollo che 

prevede due saggi distinti di PCR per l'amplificazi one di altrettanti 

frammenti, parzialmente sovrapposti, rispettivament e di 911 bp e 879 bp 

dell’ORF L1 di HPV-16 [288]. 

Per l’amplificazione del frammento di 911 bp (nt 56 37–nt 6547) del gene 

L1 di HPV-16 è stato allestito un saggio di PCR uti lizzando la seguente 

coppia di primer L1F e L1Rnest : 

 

L1F 5' – ATg TCT CTT Tgg CTg CCT Ag  – 3’ 

nt 5637-nt 5656 sulla sequenza di riferimento HPV-1 6 Europea AF536179, 

primer anti-sense, T°m 60°C. 

 

L1Rnest   5’ – gCA TCA gAg gTA ACC ATA gAA C  – 3’  

nt 6525-nt 6547 sulla sequenza di riferimento HPV-1 6 Europea AF536179, 

primer anti-sense, T°m 48°C. 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 5 µl di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction Buffer  

(7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun p rimer (30 

pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e H 2O 

per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. Milano, Italia ) fino al 

volume finale.   

 

La PCR è stata condotta utilizzando un termociclato re ( Thermal cycler, 

Perkin Elmer 9700 ,  USA) alle seguenti condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 

1 94°C x 5'   

40 94°C x 1' 55°C x 1' 72°C x 1' 

1   72°C x 7' 
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L’amplificazione del secondo frammento di 879 bp (n t 6256–nt 7134) del 

gene L1 di HPV-16 è stata ottenuta utilizzando la c oppia di primer 

L1Fnest  e L1R: 

 

L1Fnest 5’ - CTA Tgg ACT TTA CTA CAT TAC Agg CTA - 3’ 

nt 6256-nt 6282 sulla sequenza di riferimento HPV-1 6 Europea AF536179, 

primer anti-sense, T°m 50°C. 

 

L1R  5' - gTT TAg CAg TTg TAg Agg TAg Atg A  - 3' 

nt 7110-nt 7134 sulla sequenza di riferimento HPV-1 6 Europea AF536179, 

primer anti-sense, T°m 49°C. 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 5 µl di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction Buffer  

(7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun p rimer (30 

pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e H 2O 

per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. Milano, Italia ) fino al 

volume finale.   

 

La PCR è stata condotta utilizzando un termociclato re ( Thermal cycler, 

Perkin Elmer 9700 ,  USA) alle seguenti condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 

1 94°C x 5'   

40 94°C x 1' 55°C x 1' 72°C x 1' 

1   72°C x 7' 

 

Nella Figura 20  è schematizzato il gene L1 ed i prodotti d’amplific azione 

ottenuti con le coppie di primer L1F/L1Rnest e L1Fn est/L1R. I frammenti 

genici ottenuti dalle due reazioni sono stati quind i sottoposti a 

sequenziamento. La sovrapposizione delle loro seque nze ha permesso di 

analizzare l’intero gene L1 (1498 pb). L’analisi de lle sequenze ha così 

consentito l’individuazione di eventuali varianti g eniche di HPV-16 L1. 
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Figura 20: Schema del gene L1 e dei prodotti di PCR per HPV-16 . 
 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro.  

La corsa elettroforetica è stata condotta ad un vol taggio di 120 mV per 

60 minuti. Gli amplificati d’interesse sono stati r iconosciuti mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder ,  

BioLabs, New England) .  
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•  AMPLIFICAZIONE MEDIANTE PCR DI DUE FRAMMENTI DELL ’ORF  L1  DI HPV-18  

I campioni HPV-18 positivi sono stati sottoposti ad  un protocollo che 

prevede due saggi distinti di PCR per l'amplificazi one di altrettanti 

frammenti, parzialmente sovrapposti, rispettivament e di 911 pb e 870 pb 

dell’ORF L1 di HPV-18 [288]. 

Per l’amplificazione del frammento di 911 bp (nt 56 13–nt 6523) del gene 

L1 di HPV-18 è stato allestito un saggio di PCR uti lizzando la seguente 

coppia di primer L1_18_1F  e L1_18_1R : 

 

L1_18_1F 5' – ATg gCT WTg Tgg Cgg CCT Ag  – 3’ [*] 

nt 5613-nt 5632 sulla sequenza di riferimento HPV-1 8 Europea X05015, 

primer anti-sense, T°m 60°C. 

[* W = A o T] 

 

L1_18_1R   5’ – gAg TCA gAg gTA ACA ATA gAg C  – 3’  

nt 6502-nt 6523 sulla sequenza di riferimento HPV-1 8 Europea X05015, 

primer anti-sense, T°m 48°C. 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 5 µl di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction Buffer  

(7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun p rimer (30 

pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e H 2O 

per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. Milano, Italia ) fino al 

volume finale.   

 

La PCR è stata condotta utilizzando un termociclato re ( Thermal cycler, 

Perkin Elmer 9700 ,  USA) alle seguenti condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 

1 94°C x 5'   

40 94°C x 1' 60°C x 1' 72°C x 1' 

1   72°C x 7' 
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L’amplificazione del secondo frammento di 870 bp (n t 6232–nt 7101) del 

gene L1 di HPV-18 è stata ottenuta utilizzando la c oppia di primer 

L1_18_2F  e L1_18_2R : 

 

L1_18_2F 5’ - CCA Ygg RCT TTA gTA CAT TgC AAg ATA - 3’[*] 

nt 6232-nt 6258 sulla sequenza di riferimento HPV-1 8 Europea X05015, 

primer anti-sense, T°m 50°C. 

 

L1_18_2R  5' - gTT TAg AAg ACg TAg Ygg CAg Atg g  - 3' [*] 

nt 7077-nt 7101 sulla sequenza di riferimento HPV-1 8 Europea X05015, 

primer anti-sense, T°m 49°C. 

[* Y = C o T; R = A o G;] 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 5 µl di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq �Reaction Buffer  

(7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun p rimer (30 

pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA polymerase , Promega ) e H 2O 

per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. Milano, Italia ) fino al 

volume finale.   

 

La PCR è stata condotta utilizzando un termociclato re ( Thermal cycler, 

Perkin Elmer 9700 ,  USA) alle seguenti condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 

1 94°C x 5'   

40 94°C x 1' 60°C x 1' 72°C x 1' 

1   72°C x 7' 

 

Nella Figura 21  è schematizzato il gene L1 ed i prodotti d’amplific azione 

ottenuti con le coppie di primer L1_18_1F/L1_18_1R e L1_18_2F/L1_18_2R. I 

frammenti genici ottenuti dalle due reazioni sono s tati quindi sottoposti 

a sequenziamento. La sovrapposizione delle loro seq uenze ha permesso di 

analizzare l’intero gene L1 (1489 pb). L’analisi de lle sequenze ha così 

consentito l’individuazione di eventuali varianti g eniche di HPV-18 L1. 

 



 98 

 
 

Figura 21: Schema del gene L1 e dei prodotti di PCR per HPV-1 8. 
 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro.  

La corsa elettroforetica è stata condotta ad un vol taggio di 120 mV per 

60 minuti. Gli amplificati d’interesse sono stati r iconosciuti mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder ,  

BioLabs, New England) . 

 

•  PURIFICAZIONE DEI PRODOTTI DI AMPLIFICAZIONE  

I prodotti di amplificazione dei saggi di PCR, dopo  corsa elettroforetica 

su gel d’agarosio all’1%, sono stati purificati e c oncentrati attraverso 

l’utilizzo di un kit commerciale ( NucleoSpin® Extract II, Macherey-Nagel 

GmbH & Co. KG, Germany ). 

Il protocollo di purificazione si articola in 5 fas i: 

1.  i frammenti genici sono stati excisi dal gel d’agar osio e pesati su 

una bilancia di precisione; 

2.  ogni 100 mg di agarosio excisi sono stati aggiunti 200 µl di Buffer 

NT in un tubo di raccolta e sono stati incubati per  5-10 minuti a 

50°C in un incubatore, fino ad ottenere la completa  dissoluzione 

del gel. I campioni sono stati, dunque, vorticati b revemente per 2-

3 minuti in modo da dissolvere completamente il gel ; 

3.  il campione è stato, dunque, caricato in una colonn a inserita 

all’interno di un tubo di raccolta da 2 ml e centri fugato per 1 

minuto a 14.000 rpm. Il materiale di scarto è stato  successivamente 

eliminato; 
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4.  il campione è stato successivamente sottoposto ad u n lavaggio 

tramite l’aggiunta di 600 µl di Buffer NT3. Al lavaggio sono 

seguite due centrifughe la prima a 14.000 rpm per u n minuto e la 

seconda sempre a 14.000 rpm per 2 minuti, che hanno  permesso di 

rimuovere il Buffer NT3 in eccesso; 

5.  la colonna è stata, infine, trasferita in un nuovo tubo di raccolta 

di 1,5 ml e al campione sono stati addizionati 50 µl di Buffer di 

eluizione NE e, dopo un’incubazione di circa un min uto a 

temperatura ambiente, il campione è stato eluito at traverso 

un’ultima centrifuga a 14.000 rpm per un minuto e c onservato a -

20°C fino al momento del sequenziamento. 

 

•  SEQUENZIAMENTO DEI PRODOTTI DI AMPLIFICAZIONE  

I prodotti di amplificazione, purificati e concentr ati, sono stati 

sequenziati mediante l’utilizzo di un sequenziatore  capillare ABI PRISM® 

3100 Genetic Analyzer  ( Applied Biosystems Inc .) con la collaborazione di 

un laboratorio esterno alla sezione di Virologia. 

Il processo di sequenziamento ha inizio con una rea zione di 

polimerizzazione. 

A tale scopo viene utilizzato un kit commerciale ( ABI PRISM™ Ready 

Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing ) contenente una soluzione 

composta da 4 didesossinucleotidi terminatori (ddNT Ps), marcati con 4 

fluorocromi diversi, (dTTP 15,79 mM, Tris-HCl 48,42  mM pH 9.1, (NH 4) 2SO4 

4,21 mM) e l’enzima termostabile AmpliTaq FS DNA-po limerasi 0,42 U/ml. 

I ddNTPs sono così definiti in quanto mancano del g ruppo idrossile in 

posizione 3’, coinvolto nella formazione del legame  fosfodiesterico tra i 

nucleotidi che costituiscono le molecole di DNA. Pe rtanto, quando i 

ddNTPs marcati vengono incorporati al posto dei nor mali 

didesossinucleotidi la reazione di polimerizzazione  si arresta. 

Per il processo di polimerizzazione è stato utilizz ato un enzima 

termostabile in grado di lavorare anche a temperatu re molto alte, 

riducendo la formazione di strutture secondarie non ché la formazione di 

legami tra i primer e le sequenze non specifiche. 

L’AmpliTaq FS DNA polimerasi, inoltre, facilita l’i ncorporazione dei 

ddNTPs nella catena del DNA in formazione. Essa, in fatti, è una variante 

della consueta polimerasi Thermus acquaticus , contenente una mutazione 

puntiforme a livello del sito attivo, responsabile di una ridotta 

capacità di discriminazione nei confronti dei ddNTP s. 
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Una volta terminata la reazione di polimerizzazione , grazie ad un 

rilevatore laser che eccita le molecole fluorescent i, è possibile 

riconoscere i ddNTPs incorporati nella catena di DN A e, quindi, risalire 

alla sequenza nucleotidica d’interesse. 

La sequenza del prodotto di amplificazione del fram mento genico del virus 

influenzale è stata ottenuta dalla lettura degli el ettroferogrammi dei 

due frammenti amplificati per ogni virus influenzal e. La lettura 

dell’elettroferogramma è stata eseguita attraverso la lettura dei picchi. 

La sequenza dei picchi, infatti, corrisponde alla s equenza dei nucleotidi 

dell’amplificato e il colore del picco identifica i n modo univoco un tipo 

di base azotata. Normalmente l’elettroferogramma è interpretato, in modo 

automatico, dal software utilizzato per il sequenzi amento, tuttavia, se 

l’interpretazione non risulta ovvia, il sistema di lettura inserisce una 

N al posto della base azotata mancante. La sequenza  può essere, così, 

corretta manualmente dopo una lettura manuale dell’ elettroferogramma. 

 

•  ANALISI FILOGENETICA DELLE SEQUENZE DELLA REGIONE LCR DI HPV-16  E HPV-18  

Tutte le sequenze nucleotidiche della regione regol atoria LCR di HPV-16 e 

HPV-18 sono state studiate filogeneticamente per in dividuare le varianti 

geografiche. Le sequenze sono state confrontate tra  loro e con i ceppi di 

riferimento della regione regolatoria LCR di HPV-16  e HPV-18 presenti 

nella banca dati elettronica di sequenze genetiche GenBank [289]. 

In particolare, sono state riconosciute 4 diverse v arianti geografiche 

per HPV-16: variante Europea (GenBank Accession num ber: AF536179), 

variante Africana-1 (AF536180), variante Africana-2  (AF472509) e variante 

Asiatico-Americana (AF402678). La variante Asiatica  (AF534061) viene 

considerata una variazione minore della variante Eu ropea. 

Per HPV-18 si distingue solo tra varianti Europee ( Europea X05015, 

Asiatico-Americana AY262282) e varianti non Europee  (Africana-1 EF202155 

e Africana-2 EF202152). 

L’allineamento multiplo delle sequenze in studio è stato effettuato 

mediante l’utilizzo del programma bioinformatico Cl ustalX (versione 2.0) 

[290]. 

L’allineamento multiplo consiste in un’ipotesi di o mologia posizionale 

tra basi azotate, rappresentato sotto forma di una tabella costituita da 

righe, corrispondenti alle sequenze omologhe, e da colonne, 

corrispondenti a ciascun sito dell’allineamento. L’ ipotesi di omologia 

posizionale consiste nel ritenere che tutti i resid ui presenti nella 
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stessa colonna di un allineamento multiplo siano ev olutivamente 

correlati. 

L’allineamento multiplo è stato realizzato utilizza ndo algoritmi di 

allineamento globale, che quindi considerano l’inte ra lunghezza delle 

sequenze in esame. Questo tipo di procedura è veloc e e consente 

l’allineamento multiplo di un gran numero di sequen ze in un tempo 

limitato. 

Il miglior allineamento fra due sequenze è quello i n cui viene associato 

il più alto punteggio di similarità determinato in base ai parametri 

prescelti (matrici di sostituzione e gap penalities ).  

Gli alberi filogenetici delle sequenze della region e regolatoria LCR di 

HPV-16 e HPV-18 per la determinazione delle variant i geografiche sono 

stati costruiti utilizzando il programma bioinforma tico MEGA (versione 

4.0) [291]. 

L’albero filogenetico è stato costruito attraverso l’utilizzo del metodo 

Neighbor-Joining  [292], che consente di generare alberi senza radic e 

basandosi sulle matrici di distanza con un’elevata efficienza e rapidità, 

dando una lunghezza dei rami proporzionale alla dis tanza genetica tra le 

unità tassonomiche; ed è stato utilizzato il modell o Kimura 2 parametri  

[293]. 

La robustezza dell’albero filogenetico ottenuto è s tata determinata 

tramite l’analisi di Bootstrap , con un valore di Bootstrap  pari a 1000 

replicati. Questo test prevede un ricampionamento c asuale delle sequenze 

analizzate. In questo modo si ottengono due alberi filogenetici: uno 

effettivo, ossia quello relativo alle sequenze in a nalisi, in cui sono 

riportate le distanze genetiche, ed un secondo albe ro che rappresenta 

quello che si otterrebbe con un campione casuale. N el secondo albero è 

riportato il numero di volte che compare una certa ramificazione sul 

totale dei ricampionamenti eseguiti. Questo numero fornisce una stima di 

veridicità del risultato. In ambito virologico è da  considerare 

significativo un valore di bootstrap  maggiore di 70 [294]. 

 

•  CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DEL GENE CODIFICANTE PER LA PROTEINA L1  DI HPV-

16  E HPV-18  

I file di allineamento delle sequenze nucleotidiche  del gene codificante 

per la proteina L1 di HPV-16 e di HPV-18 sono stati  trasformati in file 

di allineamento di sequenze aminoacidiche attravers o l’utilizzo del 

programma bioinformatico BioEdit  (versione 7.0.9.0)[295]. 
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Le sequenze aminoacidiche sono codificate dal codic e IUPAC ad una lettera 

degli aminoacidi. 

Il file di allineamento delle sequenze aminoacidich e sono stati 

utilizzati per la ricerca di variazioni aminoacidic he a livello dei siti 

immunoepitopici nelle sequenze L1 in studio.  

Sia per HPV-16 sia per HPV-18 sono noti in letterat ura [296] le posizioni 

aminoacidiche di 5 siti immunoepitopici della prote ina L1 riconosciuti 

dal sistema immunitario dell’ospite per produrre an ticorpi neutralizzanti 

contro il virus (Figura 22). Inoltre, è nota la pos izione aminoacidica 

del dominio α-4, fondamentale per la formazione delle VLP costit uenti il 

vaccino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22:  Epitopi immunodominanti: BC (arancio), DE (viola), EF (giallo), FG 
(verde), and HI (blu). 1a) HPV-16 L1, in particolar e l’epitopo neutralizzante 
FG; 1b) HPV-18 L1. 
 

In particolare per HPV-16 i siti immunoepitopici so no cosi rappresentati 

sulla sequenza di riferimento della proteina L1 del la variante Europea 

(AF536179): epitopo BC dall’aminoacido (aa) 74 all’ aa 96, epitopo DE 

dall’aa 136 all’aa 179, epitopo EF dall’aa 196 all’ aa 215, epitopo FG 

dall’aa 287 all’aa 317 ed epitopo HI dall’aa 374 al l’aa 386. Il dominio 

α-4 si trova, invece, dall’aa 438 all’aa 454 [296].  

Per HPV-18 sulla sequenza di riferimento della prot eina L1 della variante 

Europea (X05015): epitopo BC dall’aminoacido (aa) 1 10 all’aa 131, epitopo 

DE dall’aa 171 all’aa 214, epitopo EF dall’aa 231 a ll’aa 250, epitopo FG 

dall’aa 322 all’aa 352 ed epitopo HI dall’aa 409 al l’aa 422. Il dominio 

α-4 si trova, invece, dall’aa 475 all’aa 490 [296]. 
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Gli alberi filogenetici delle sequenze della protei na L1 di HPV-16 e HPV-

18 per la determinazione delle mutazioni aminoacidi che sono stati 

costruiti utilizzando il programma bioinformatico MEGA (versione 4.0) 

[291]. 

L’albero filogenetico è stato costruito attraverso l’utilizzo del metodo 

Neighbor-Joining  [292] ed è stato utilizzato il modello Amino-Poisson 

correction  [297]. 

La robustezza dell’albero filogenetico ottenuto è s tata determinata 

tramite l’analisi di Bootstrap  [294] ,  con un valore di Bootstrap  pari a 

1000 replicati.  

 

•  ANALISI DELLE MUTAZIONI SINONIME E NON SINONIME DELL A PROTEINA L1  DI HPV-16  

E HPV-18  

Le distanze relative alle mutazioni sinonime (d S) e non sinonime (d N) e, 

in particolar modo, il valore (d N-d S), nonché i relativi Errori Standard 

(ES), sono stati stimati attraverso l’utilizzo del pacchetto di programmi 

bioinformatici MEGA (versione 4.0.) [291]. 

L’analisi è stata condotta mediante il metodo Nei-Gojobori  [298], modello 

Jukes-Cantor  [299], che assume che le mutazioni avvengono con l a stessa 

probabilità per le 4 basi azotate.  

Il metodo Nei-Gojobori  [298] stima le distanze relative alle mutazioni 

sinonime (d S) e non sinonime (d N) calcolando il numero di sostituzioni 

sinonime e non sinonime rispetto al totale dei siti  potenziali sinonimi e 

non sinonimi presenti nella sequenza nucleotidica. 

L’Errore Standard (ES) delle distanze relative alle  mutazioni sinonime e 

non sinonime ottenute e del valore (d N-d S) è stato calcolato attraverso 

il metodo di Bootstrap  (1000 replicati) [294]. 

La significatività del valore (d N-d S) è stata valutata mediante il 

calcolo del “valore z” dato da: 

• z = D/S(D)  (D= d N-d S; S(D)= [ES´ ) 2 + (ES´´) 2] ½  

con ES´/ES´´= errore standard di d N/d S 

Questo valore è stato ottenuto mediante il z-test [ 298] apposito presente 

nel pacchetto di programmi bioinformatici MEGA (versione 4.0.) [291]. 
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•  ANALISI DI SELEZIONE POSITIVA E NEGATIVA SUI CODONI DELLA PROTEINA L1  DI 

HPV-16  E HPV-18  

L’analisi di codoni selezionati positivamente o neg ativamente all’interno 

delle sequenze della proteina L1 di HPV-16 e HPV-18  in studio è stata 

condotta attraverso l’utilizzo del web-server bioin formatico DataMonkey 

( Rapid Detection of Positive Selection ) [300] del pacchetto 

bioinformatico HyPhy [301]. 

Il web-server bioinformatico DataMonkey [300] lavor a su un albero 

filogenetico costruito partendo dall’allineamento d elle sequenze 

nucleotidiche in studio (metodo Neighbor-Joining  [292], modello Tamura-

Nei  [302]).  

Il metodo PARRIS ( A PARtitioning approach for Robust Inference of 

Selection ) [303] permette di constatare la presenza di selez ione positiva 

operante all’interno delle sequenze contenute nel f ile di allineamento 

(massimo 40 sequenze). La veridicità del dato otten uto è indicata dal 

valore di p-value . 

Successivamente, è stata condotta un’analisi compar ativa attraverso 

l’utilizzo dei metodi SLAC, FEL e REL [304] per individuare la presenza 

di selezione positiva o negativa al livello dei sin goli codoni delle 

sequenze contenute nel file di allineamento. I codo ni, generalmente, sono 

selezionati positivamente quando la mutazione prese nte contribuisce ad 

incrementare in modo vantaggioso la fitness virale o, comunque, aumenta 

la diversità genetica virale. I codoni selezionati negativamente, invece, 

mostrano la presenza di mutazioni deleterie che ten dono ad essere 

eliminate dalla popolazione virale in quanto non va ntaggiose. 

Il metodo SLAC ( Single Likelihood Ancestor Counting ) [304] stima per ogni 

codone i valori d N e d S come il rapporto tra i siti di sostituzione e il 

numero di sostituzioni; se d N>dS indica selezione positiva a livello del 

codone, se d N<dS indica selezione negativa. Questo metodo permette di 

utilizzare un allineamento di circa 150 sequenze. 

Il metodo FEL ( Fixed Effects Likelihood ) [304] stima per ogni codone 

delle sequenze contenute nel file di allineamento d ue parametri: α, tasso 

di siti con mutazioni sinonime, e β, tasso di siti con mutazioni non 

sinonime; se α>β indica selezione negativa a livello del codone, se  α<β 

indica selezione positiva. Questo metodo permette d i utilizzare un 

allineamento di circa 50 sequenze. 

In entrambi i metodi l’analisi statistica è condott a mediante il valore 

di p-value . 
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Il metodo REL ( Random Effects Likelihood ) [304], infine, permette di 

stimare, per ogni codone, il tasso di distribuzione  indipendente delle 

mutazioni sinonime (d S) e non sinonime (d N) all’interno delle sequenze 

dell’allineamento. Questo metodo permette di utiliz zare un allineamento 

di circa 40 sequenze. Per ogni codone sono ottenuti  due fattori di Bayes  

(BF), uno per l’evento di selezione negativa (d N<dS) e uno per l’evento 

di selezione positiva (d N>dS). Quando questi fattori di Bayes  sono 

sufficientemente grandi ( ≥50), può essere definito il tipo di selezione 

avvenuta a livello del codone delle sequenze in stu dio. Il valore 1/BF, 

per l’analisi statistica, è analogo al valore di p-value . 
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3.6.  DETERMINAZIONE DEI SEROVAR DI  CHLAMYDIA TRACHOMATIS  

 

•  AMPLIFICAZIONE MEDIANTE NESTED-PCR DI UN FRAMMENTO DEL GENE OMPA DI 

CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

I campioni risultati positivi all’amplificazione pe r il plasmide criptico 

batterico sono stati sottoposti ad un saggio di nested -PCR specifico il 

gene OmpA della proteina maggiore di membrana MOMP [286].  

 

PRIMO STEP 

Il primo step amplificava un segmento di 450 pb (nt  203-nt 680) tramite 

l’utilizzo della coppia di primer MOMP-1F e MOMP-1R:  

 

MOMP-1F 5’- TTg TTT TCg ACC gTg TTT Tg  -3’  

nt 203-nt 222 sul gene ompA, primer sense, T°m 63,4°C.  

 

MOMP-1R 5’- AgC RTA TTg gAA AgA AgC BCC TAA  -3’[*] 

nt 657-nt 680 sul gene ompA, primer sense, T°m 63,4°C. 

[* R = A o G, B = C, G o T]  

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 0,5 µg di DNA estratto, 10 µl di 5x Green GoTaq Reaction 

Buffer � (7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl di ciascun 

primer MOMP-1F e MOMP-1R (25 pmoli/ µl), 0,25 µl di Taq (5 U/ µl) ( GoTaq 

DNA polymerase , Promega ) e H 2O per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich 

S.r.l. Milano, Italia ) fino al volume finale.  

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

30 94°C x 30'' 50°C x 30'' 72°C x 30'' 
   72°C x 7' 
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SECONDO STEP 

Nel secondo step è stato amplificato un frammento d i 395 pb (nt 223-nt 

636), interno al segmento amplificato durante il pr imo step, utilizzando 

la coppia di primer MOMP-2F e MOMP-2R: 

  

MOMP-2F 5’- AAA CWg ATg TgA ATA AAg ART T  -3’ [*] 

nt 223-nt 244 sul gene ompA, primer sense, T°m 55,9°C.  

 

MOMP-2R 5’- TCC CAS ARA gCT gCD CgA gC  -3’ [*] 

nt 617 - nt 636 sul gene ompA, primer sense, T°m 58,6°C.  

[* W = A o T, R = A o G, S = C o G, D = A o G o T] 

 

In una miscela di reazione con un volume finale di 50 µl sono stati 

aggiunti: 2 µl di amplificato dal primo step, 10 µl  di 5x Green 

GoTaq�Reaction Buffer  (7,5mM MgCl 2; Ph 8,5), 1 µl di dNTPs (10 mM), 1 µl 

di ciascun primer (25 pmoli/µl), 0,25 µl di Taq (5 U/µl) ( GoTaq DNA 

polymerase , Promega ) e H 2O per biologia molecolare ( Sigma-Aldrich S.r.l. 

Milano, Italia ) fino al volume finale.  

La reazione di amplificazione genica (PCR) è stata eseguita utilizzando 

un termociclatore ( Thermal cycler, Perkin Elmer 9700 , USA) alle seguenti 

condizioni: 

 

N°CICLI DENATURAZIONE ANNEALING ESTENSIONE 
1 94°C x 5'   

25 94°C x 30'' 50°C x 30'' 72°C x 30'' 
1   72°C x 7' 

 

 

•  VISUALIZZAZIONE DEI PRODOTTI DI PCR 

I prodotti di amplificazione sono stati evidenziati  mediante 

elettroforesi su gel di agarosio al 2% contenente 0 ,01 µg/ml di etidio 

bromuro. La corsa elettroforetica è stata eseguita ad un voltaggio di 120 

mV per 60 minuti. L’amplificato d’interesse è stato  riconosciuto mediante 

confronto con un opportuno marker di riferimento ( PCR 100 bp Low Ladder , 

BioLabs, New England )  (Figura 23).  
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Figura 23. Elettroforesi su gel di agarosio al 2% di una PCR p er 
l’amplificazione di un frammento di 395 bp del gene  OmpA. 
 
 

•  PURIFICAZIONE E SEQUENZIAMENTO DEI PRODOTTI DI AMPLI FICAZIONE 

Gli amplificati ottenuti dalla reazione di nested -PCR specifica per un 

frammento di 395 pb del gene OmpA per la proteina maggiore di membrana 

sono stati purificati mediante il kit NucleoSpin ®�Extract II ( Macherey-

Nagel GmbH , Germany) che permette la purificazione del DNA amplificato  da 

sali, primer, dNTPs in eccesso e dall’enzima Taq DN A-polymerase, come già 

precedentemente descritto. 

Successivamente gli amplificati purificati sono sta ti inviati ad un 

laboratorio esterno alla Sezione di Virologia per i l sequenziamento dei 

frammenti amplificati con kit commerciale ( ABI PRISM �Ready Reaction 

DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing ) e sequenziatore capillare ABI PRISM 

3100 Genetic Analyzer ( Applied Biosystems ). 

  

•  ANALISI FILOGENETICA DELLE SEQUENZE  

Le sequenze nucleotidiche del gene OmpA sono state allineate, mediante il 

programma ClustalX 2.0  [290], con le sequenze di riferimento dei 18 

serovar  di Chlamydia trachomatis  estrapolate da GenBank [289] ( serovar  A: 

NC007429; serovar  B: AF304856; Ba: AF063194; serovar  C: AF352789; serovar  

D: NC000117; serovar  Da: X62921; serovar  E: X52557; serovar  F: X52080; 

serovar  G: AF063199; serovar  H: X16007; serovar I: AF063200; serovar  Ia: 

AF202456; serovar  J: AF063202; serovar  Ja: AF063203; serovar K: AF063204; 
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serovar  L1: M36533; serovar  L2: M14738; serovar  L3: X55700). 

L’allineamento ottenuto è stato quindi analizzato c on il programma 

BioEdit 7.0.1  [295].  

L’analisi filogenetica delle sequenze è proseguita utilizzando il 

programma MEGA versione 4.0  [291]. L’albero filogenetico per 

l’identificazione dei serovar  è stato condotto utilizzando il metodo 

Neighbor-Joining modello  Kimura 2 parametri  [292, 293]. La robustezza 

dell’albero è stata determinata tramite l’analisi d i Bootstrap [294]. 
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3.7.  ANALISI STATISTICA  

La prevalenza HPV tipo-specifico e dell’infezione d a C. trachomatis  sono 

state espresse come proporzione grezza con corrispe ttivo intervallo di 

confidenza (IC) del 95% calcolato con il test mid-p exact assumendo una 

distribuzione normale. 

Le frequenze dei genotipi di HPV sono stati compara ti tra di loro con il 

test del χ2 basato sulla distribuzione binomiale; il test Fisher’s exact 

è stato utilizzatati per il confronto fra piccoli n umeri. Un p-value 

<0.05 è stato considerato statisticamente significa tivo (distribuzione a 

2 code). Il confronto fra le età è stato fatto util izzando il test t  per 

due campioni indipendenti con un intervallo di conf idenza bilaterale del 

95%. 

L’analisi statistica è stata condotta utilizzando i l programma OpenEpi 

versione 2.2.1 [305].  

 



4. RISULTATI  
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4.1  EPIDEMIOLOGIA MOLECOLARE DELLE INFEZIONI DA HPV E 

CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

 

4.1.1.  PREVALENZA DI INFEZIONE DA HPV E CARATTERIZZAZIONE DEI 

PRINCIPALI GENOTIPI INFETTANTI IN DONNE DELLA POPOL AZIONE GENERALE 

FEMMINILE (25-64  ANNI ),  NORMALMENTE AFFERENTI A PROGRAMMI DI SCREENING 

 

L’amplificazione genica specifica per un frammento dell’ORF L1 (450 bp) 

di HPV ha permesso di determinare la presenza di HP V-DNA nell’11,3% 

(78/688; IC95%:9,2-13,9) della popolazione in studi o (Figura 24).  

L’età media dei soggetti infetti per HPV era di 34 anni. 

 

11,3%

88,7%

HPV-DNA POS

HPV-DNA NEG

 

Figura 24. Prevalenza di infezione da HPV nella popolazione generale femminile 
(25-64 anni) in studio. 

 
 

La successiva genotipizzazione mediante RFLP ( Restriction Fragment Length 

Polymorphism ) ha permesso di identificare i genotipi infettanti  nel 96,1% 

(75/78) dei campioni HPV-positivi. In 3/78 (3,9%) c ampioni la carica 

virale non era sufficiente per consentire la tipizz azione. 

Nei campioni HPV-DNA positivi tipizzati è stato pos sibile identificare  

28 diversi genotipi. Di questi, 17 (60,7%) sono inc lusi nell’ High Risk -

clade  (HR- clade ), secondo la più recente classificazione dello IAR C [62], 

12 compresi nel Gruppo 1 (cancerogeni per l’uomo) e  5 nel Gruppo 2A-2B 

(probabili/possibili cancerogeni per l’uomo). I res tanti 11 (39,3%) 
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genotipi identificati appartengono invece al Gruppo  3 dei genotipi a 

basso rischio oncogeno ( Low Risk , LR). 

I 28 genotipi hanno dato luogo a 116 infezioni, di cui 71 (61,2%) 

sostenute da genotipi appartenenti al Gruppo 1, 29 (25%) al Gruppo 2A-2B 

e 16 (13,8%) al Gruppo 3. Complessivamente, l’86,2%  (100/116; IC95%: 

78,7-91,4) delle infezioni era sostenuto da almeno un genotipo 

appartenente all’HR- clade , mentre il 13,8% (16/116; IC95%: 8,6-21,3) era 

attribuibile esclusivamente a genotipi LR (Mid-P ex act <0,0000001).  

Il genotipo più frequente è risultato HPV-16,  presente nel 22,7% dei 

soggetti HPV-DNA positivi, seguito da HPV-31 (14,7% ) e HPV-52 (10,7%), 

tutti inclusi nel Gruppo 1. 

I genotipi HPV-53 e HPV-66, appartenenti al Gruppo 2A-2B, erano presenti 

ciascuno nel 16% dei soggetti HPV-DNA positivi (Fig ura 25). 
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Figura 25. Prevalenza dei genotipi di HPV rilevati nella pop olazione 25-64 anni.  
 

Le infezioni da HPV riscontrate nei singoli soggett i erano sostenute da 

uno o più genotipi virali. In particolare, il 61,4%  (46/75) delle donne 

HPV positive mostrava una infezioni singola, mentre  il 38,6% (29/75) 

infezioni sostenute da più genotipi virali; in part icolare, 22 (75,9%)  

donne presentavano un’infezione doppia, 3 tripla (1 0,3%), mentre 4 

(13,8%) da più di 3 genotipi  (Figura 26). 

Le infezioni da singolo genotipo erano supportate p er il 63% (29/46) da 

genotipi del Gruppo 1, per il 26% (12/46) da genoti pi del Gruppo 2A-2B e 
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per il restante 11% (5/46) da genotipi del Gruppo 3 . Solo il 3,5% (1/29) 

delle infezioni multiple era sostenuto da soli geno tipi LR, mentre il 

restante 96,5% presentava almeno un genotipo appart enente all’HR- clade . 
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Figura 26: Frequenza delle infezioni singole e multiple nell a popolazione in 
studio. 
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•  PREVALENZA DI INFEZIONE DA HPV E CARATTERIZZAZIONE DEI GENOTIPI INFETTANTI 

PER FASCIA D ’ ETÀ 

 

La popolazione in studio è stata suddivisa in tre f asce d’età: la prima 

comprendeva donne di età 25-34 anni (N = 281), la s econda di età 35-44 

anni (N = 305) e la terza di età 45-64 anni (N = 10 2).  

La prevalenza di infezione da HPV è risultata, risp ettivamente, del 18,5% 

(52/281; IC95%: 14,4-23,5),  del 6,9% (21/305; IC95%: 4,5-10,3) e del 4,9% 

(5/102; IC95%: 2,2-13,1) nelle tre fasce d’età (Fig ura 27). 

Il trend discendente è risultato statisticamente si gnificativo 

confrontando i tassi di prevalenza osservati nella prima verso la seconda  

fascia d’età (Mid-P exact <0,00001). 
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Figura 27 . Prevalenza di infezione da HPV nelle tre fasce d’et à (popolazione 25-
64 anni) 
 

Nella fascia d’età 25-34 anni  (età mediana 28 anni) la genotipizzazione, 

possibile per il 96,2% (50/52) dei campioni HPV-pos itivi, ha permesso di 

rilevare 25 diversi genotipi, presenti in 74 infezi oni: 47 (63,5%) 

sostenute da 12 genotipi del Gruppo 1, 18 (24,3%) d a 5 genotipi del 

Gruppo 2A-2B e 9 (12,2%) da 8 genotipi del Gruppo 3 .  

I genotipi più frequenti sono risultati: HPV-16 (20 %), HPV-53 e HPV-56 

(14% ciascuno), seguiti da HPV-31, HPV-51 e HPV-52 (12% ciascuno). Per 

quanto riguarda i genotipi LR (Gruppo 3), le preval enze variavano dal 4% 

di HPV-6 al 2% di tutti gli altri genotipi rilevati (Figura 28). 
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Figura 28. Prevalenza dei genotipi di HPV infettanti nella f ascia d’età 
25-34 anni. 
 

In questa fascia d’età, nel 66% dei soggetti (33/50 ) le infezioni erano 

singole (per l’87,9% sostenute da genotipi dell’HR- clade ), nel 34% 

(17/50) multiple (70,7% doppie, 17,6% triple e 11,7 % da >3 genotipi) e 

tutte sostenute da almeno un genotipo dell’HR- clade .  

Quindi, il 92% (46/50; IC95%:81,8-97,4) dei soggett i HPV positivi 

compresi in questa fascia d’età è risultato infetto  da almeno un genotipo 

dell’HR- clade , mentre l’8% (4/50; IC95%: 2,6-18,2) da genotipi L R (Mid-P 

exact <0,001).  

 

Nella fascia d’età 35-44 anni  (età mediana 40 anni), il 95,2% (20/21) dei 

campioni HPV positivi è stato genotipizzato, identi ficando 33 infezioni 

sostenute da 18 diversi genotipi: 20 (60,6%) da 9 g enotipi del Gruppo 1, 

7 (21,2%) da 3 genotipi del Gruppo 2A-2B e 6 (18,2% ) da 6 genotipi del 

Gruppo 3.  

HPV-16 era il genotipo prevalente (35%), seguito da  HPV-53, HPV-31 e HPV-

56, riscontrati rispettivamente nel 20%, 15% e 15% dei casi. I genotipi 

LR identificati erano presenti con una frequenza de l 5%(Figura 29). 
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Figura 29. Prevalenza dei genotipi infettanti di HPV nella f ascia d’età 35-44 
anni. 
 

Nel 60% dei soggetti (12/20) HPV positivi le infezi oni erano singole 

(tutte attribuibili a genotipi dell’HR- clade ), nel 40% (8/20) multiple 

(75% doppie e 25% da >3 genotipi), per l’87,5% sost enute da almeno un 

genotipo dell’HR- clade .  

Quindi, il 95% (19/20; IC95%: 77,7-99,8) dei sogget ti HPV positivi 

compresi in questa fascia d’età è risultato infetto  da almeno un genotipo 

dell’HR- clade , mentre il  5% (1/20; IC95%: 0,322,5) da genotipi LR (Mid-P 

exact <0,001). 

 

Nella fascia d’età 45-64 anni  (età mediana 47 anni) sono stati 

identificati 5 soggetti infetti, con 9 infezioni so stenute da 6 diversi 

genotipi: 4 (44,5%) da 3 genotipi compresi nel Grup po 1, 4 (44,5%) da 2 

genotipi del Gruppo 2A-2B e 1 (11%) da un genotipo del Gruppo 3.  

In questa fascia d’età il genotipo prevalente era H PV-66, riscontrato nel 

60% dei soggetti HPV-DNA positivi (Figura 30). 
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Figura 30. Prevalenza dei genotipi infettanti di HPV nella f ascia d’età 45-64 
anni. 
 

Solo un soggetto mostrava una infezione singola (da  HPV-81, Gruppo 3), 

mentre nelle restanti donne (4/5, 80%) le infezioni  erano multiple, tutte 

sostenute da 2 genotipi (1 del Gruppo 1 e 1 del Gru ppo 2A-2B).   

Complessivamente, l’80% (4/5; IC95%: 33,4-99) dei s oggetti HPV-positivi è 

risultato infetto da almeno un genotipo appartenete  all’HR- clade  mentre 

il 20% (1/5; IC95%: 1-66,6) da genotipi del Gruppo LR.  

 

Com’è possibile notare in Figura 31 (a-b-c) la dist ribuzione dei genotipi 

nelle 3 fasce d’età è risultata poco omogenea. Appa re comunque evidente 

come i genotipi dell’HR- clade  (Gruppo 1 e Gruppo 2A-2B) siano più 

rappresentati sia nella popolazione totale che nell e singole fasce d’età. 

In Figura 32 sono riportate le frequenze di infezio ni singole e multiple 

riscontrate nelle donne HPV infette, suddivise per fascia d’età. Nelle 

prime due fasce d’età il rapporto tra infezioni sin gole e infezioni 

multiple rimane pressoché costante. Si osserva, inv ece, un aumento delle 

infezioni multiple nelle donne HPV positive della t erza fascia d’età (45-

64 anni).  

A conferma della maggiore diffusione dei genotipi d ell’HR- clade  nella 

popolazione in studio, in Figura 33 si nota come le  infezioni sostenute 

da almeno un genotipo di questo clade  siano prevalenti rispetto a quelle 
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attribuibili esclusivamente a LR-HPV (Mid-P exact < 0,001), 

indipendentemente dalla classe d’età considerata. 
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Figura 31. Frequenza dei genotipi nella popolazione totale e nelle tre fasce 
d’età: a) genotipi Gruppo 1; b) genotipi Gruppo 2A/ 2B; c) genotipi Gruppo 3. 
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Figura 32. Frequenze di infezioni singole e multiple nelle 3  fasce d’età. 
 
 

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

100%

25-34 ANNI 35-44 ANNI 45-64 ANNI

FASCE D'ETA'

Gruppo 3

Gruppo 2A-2B

Gruppo 1

 
 
Figura 33. Frequenza delle infezioni da genotipi del gruppo 1,  2A-2B e 3 nelle 
tre fasce d’età. 
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•  CORRELAZIONE TRA ESITO DELL ’ INDAGINE CITOLOGICA E HPV NELLE DONNE DELLA 

POPOLAZIONE GENERALE FEMMINILE (25-64  ANNI )  

 

Per il 72,3% (501/688) dei campioni citologici racc olti è stato possibile 

avere il risultato del test citologico  (Pap-test).  Nel 95,4% (478/501) 

dei casi è stato riscontrato un esito di citologia normale, mentre nel 

4,6% (23/501) dei campioni sono state diagnosticate  alterazioni 

citologiche (Figura 34).  

 

95,4%

4,6%

Pap-test NEG

Pap-test POS

 

Figura 34: Esito del Pap-test eseguito su 501 campioni in st udio. 

 

Tra i 478 soggetti con citologia normale l’8,2% (39 /478) è risultato HPV-

DNA positivo, mentre tale percentuale si è attestat a al 74% (17/23) tra 

le donne con alterazioni citologiche.  

Tra le 17 donne HPV positive e con lesioni citologi che, il 58,8% (10/17) 

mostrava una lesione di basso grado (L-SIL), l’11,8 % (2/17) una lesione 

di alto grado (H-SIL), il 23,5% (4/17) un ASC-US ( Atypical Squamous Cells 

of Undetermined Significance ) e il restante 5,9% un ASC-h ( Atypical 

Squamos Cells cannot exclude H-SIL ) (Figura 35). Due (33,3%) casi di ASC-

US, 2 (33,3%) di L-SIL e 2 (33,3%) di ASC-h sono st ati invece 

diagnosticati tra le 6 donne con Pap-test positivo,  ma apparentemente 

senza infezione da HPV (HPV-DNA negative). 
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Figura 35: Tipologia e quota delle lesioni citologiche (L-SI L, H-SIL, ASC-US e 
ASC-h) rilevate nella popolazione in studio. 
 

Le 10 donne con diagnosi citologica di L-SIL e HPV positive hanno 

presentato infezioni singole nel 70% dei casi, sost enute nel 42,8% (3/7) 

da genotipi del Gruppo 1, nel 42,8% (3/7) da genoti pi del Gruppo 2A-2B e 

nel 14,4% (1/7) da genotipi del Gruppo 3. Dei 3/10 (30%) casi di co-

infezione con più genotipi virali, le infezioni era no sostenute da almeno 

un genotipo appartenente al Gruppo 1. 

Sono stati identificati 11 diversi genotipi: 5 del Gruppo 1, 2 del gruppo 

2A-2B e 4 del Gruppo 3. I genotipi prevalenti erano  HPV-16 e HPV-53 (30% 

ciascuno) (Figura 36).  
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Figura 36:  Prevalenza dei genotipi di HPV infettanti in donne con esito 
citologico di L-SIL. 



 123  

Per quanto riguarda le donne con esito citologico d i H-SIL (2/17), queste 

mostravano una infezione singola HPV-16 (Gruppo 1) positiva. Anche il 

soggetto con esito citologico di ASC-h è risultato infetto da HPV-16.  

Infine, tra i 4 casi di ASC-US, 2 donne erano infette rispettivamente da 

HPV-51 (Gruppo 1), HPV-45 (Gruppo 1), 1 mostrava un a infezione multipla 

(HPV-16,-52,-66,-54), mentre in 1 soggetto non è st ato possibile 

effettuare la genotipizzazione. 

 

L’8,2% (39/478) delle donne HPV-infette era caratte rizzata da assenza di 

alterazioni citologiche al Pap-test. Dei 39 rispettivi campioni 

biologici, 37 (94,9%) sono risultati genotipizzabil i. Di questi, il 56,8% 

(21/37) presentava infezioni singole, sostenute da genotipi del Gruppo 1 

nel 47,6%, da genotipi del Gruppo 2A-2B nel 38,1% e  da genotipi del 

Gruppo 3 nel 14,3%. Del 43,2% (16/37) delle infezio ni multiple, il 93,7% 

era sostenuto da almeno un genotipo appartenente al  Gruppo 1 mentre una 

sola co-infezione era sostenuta da 2 genotipi appar tenenti al Gruppo 3 

(LR). 

In  Figura 37 sono riportati i 23 genotipi circolanti t ra le donne con 

citologia normale: il prevalente è risultato HPV-53  (21,6%), seguito da 

HPV-66 (18,9%%) e HPV-31 (16,2%). 
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Figura 37:  Prevalenza dei genotipi infettanti di HPV nelle don ne con citologia 
normale.  
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4.1.2  PREVALENZA DI INFEZIONE DA HPV E CARATTERIZZAZIONE DEI 

PRINCIPALI GENOTIPI CIRCOLANTI IN ADOLESCENTI / GIOVANI DONNE (13-24  

ANNI)  SESSUALMENTE ATTIVE 

 

L’amplificazione genica specifica per un frammento dell’ORF L1 (450 bp) 

di HPV ha permesso di determinare la presenza di HP V-DNA nel 22,7% 

(128/563; IC95%: 19,5-26,4) della popolazione in st udio (Figura 38).  

L’età media dei soggetti infetti per HPV era di 20 anni. 

 

22,7%

77,3%

HPV-DNA POS

HPV-DNA NEG

 
 

Figura 38. Prevalenza di infezione da HPV nelle adolescenti/ giovani donne (13-24 
anni). 

 
 

La successiva genotipizzazione mediante RFLP ha per messo di identificare 

i genotipi infettanti nel 94% (120/128) dei campion i HPV-positivi, mentre 

in 8/128 (6%) campioni la carica virale non era suf ficiente. 

Sono stati identificati 33 diversi genotipi: 21 (63 ,6%) inclusi nell’HR-

clade (11 del Gruppo 1 e 10 del Gruppo 2A-2B), 12 (36,4%)  appartenenti al 

Gruppo 3 (LR). 

Tali genotipi erano presenti complessivamente in 18 2 infezioni, 103 

(56,6%) sostenute dai genotipi del Gruppo 1, 34 (18 ,7%) del Gruppo 2A-2B 

e 45 (24,7%) del Gruppo 3. 

Tra i genotipi del Gruppo 1, il più frequente è ris ultato HPV-16  (nel 20% 

dei soggetti HPV-DNA positivi), seguito da HPV-31 ( 13,3%), HPV-52 (12,5%) 

e HPV-56 (10%) (Figura 39). 
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HPV-66 è risultato il genotipo più frequente (5,8%)  nel Gruppo 2A-2B, 

mentre HPV-6 il prevalente (7,5%) del Gruppo 3. 
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Figura 39. Prevalenza dei genotipi di HPV rilevati nelle ado lescenti/giovani 
donne in studio.  
 

Riguardo la frequenza di infezioni singole e multip le, il 63,4% (76/120) 

delle giovani donne era infetta da un singolo genot ipo di HPV, mentre il 

36,6% (44/120) da più genotipi e, in questo caso, s i trattava 

prevalentemente di infezioni doppie (75%, 33/44)  (Figura 40). 

Le infezioni singole erano supportate per il 51,3% da genotipi del Gruppo 

1, per il 18,4% da genotipi del Gruppo 2A-2B e per il 30,3% da genotipi 

del Gruppo 3. Solo il 2,3% (1/44) delle infezioni m ultiple era sostenuto 

da soli genotipi LR, mentre il restante 97,7% prese ntava almeno 

un’infezione da genotipi dell’HR- clade . 

Complessivamente, l’80% (96/120; IC95%: 71,91-86,23 ) delle donne HPV-

positive erano infette da almeno un genotipo appart enente all’HR- clade , 

mentre il 20% (24/120; IC95%: 13,77-28,09) da genot ipi LR (Mid-P exact 

<0,0000001).  
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Figura 40: Frequenza di infezioni singole e multiple nelle a dolescenti/giovani 
donne in studio.  
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•  PREVALENZA DI INFEZIONE DA HPV E CARATTERIZZAZIONE DEI GENOTIPI INFETTANTI 

PER FASCIA D ’ ETÀ 

 

La popolazione di giovani donne è stata suddivisa i n due fasce d’età: la 

prima comprendeva donne di età compresa tra i 13 e i 18 anni (N=274), la 

seconda di età 19-24 anni (N=289). 

La prevalenza di infezione da HPV è risultata, risp ettivamente, del 19,3% 

(53/274; IC95%:15,1-24,5) e  del 26% (75/289; IC95%:21,2-31,3)(Figura 41). 

Tale differenza è risultata statisticamente signifi cativa (Mid-P exact 

<0,03). 
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Figura 41. Prevalenza di infezione da HPV nelle due fasce d’ età della 
popolazione di 13-24 anni in studio. 
 

Nella fascia d’età 13-18 anni  (età mediana 18 anni) la genotipizzazione, 

possibile per il 92,5% (49/53) dei campioni HPV-pos itivi, ha permesso di 

rilevare 22 diversi genotipi, presenti in 68 infezi oni: 39 (57,4%) 

sostenute da 9 genotipi del Gruppo 1, 11 (16,2%) da  5 genotipi del Gruppo 

2A-2B e 18 (26,4%) da 8 genotipi del Gruppo 3.  

I genotipi più frequenti appartenevano al Gruppo 1:  HPV-16, HPV-52 e HPV-

31, rispettivamente riscontrati nel 24,5%, 16,3% e 12,2% dei soggetti 

HPV-positivi (Figura 42). Tra i genotipi LR, HPV-6 era presente nell’8,2% 

dei soggetti infetti.  
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Figura 42. Prevalenza dei genotipi di HPV infettanti nella f ascia d’età 13-18 
anni. 
 

Nel 67,4% (33/49) delle giovani donne HPV positive le infezioni erano 

singole (54,6% sostenute da genotipi del Gruppo 1, 24,3% del Gruppo 2A-2B 

e 21,1% del Gruppo 3), mentre nelle restanti donne (16/49, 32,6%) le 

infezioni erano multiple, l’81,3% doppie e il 18,7%  triple, tutte 

sostenute da almeno un genotipo dell’HR- clade .   

Complessivamente, l’85,7% (42/49; IC95%: 73-93,2) d ei soggetti HPV 

positivi è risultato infetto da almeno un genotipo appartenete all’HR-

clade  mentre il 14,3% (7/49; IC95%:6,8-27) da genotipi d el Gruppo LR 

(Mid-P exact <0,0000001).  

 
 

Nella fascia d’età 19-24 anni  (età mediana 21 anni), il 94,7% (71/75) dei 

campioni HPV positivi è stato genotipizzato, identi ficando 114 infezioni 

sostenute da 29 diversi genotipi: 64 (56,1%) da 11 genotipi del Gruppo 1, 

23 (20,2%) da 7 genotipi del Gruppo 2A-2B e 27 (23, 7%) da 11 genotipi del 

Gruppo 3.  

HPV-16, appartenente al Gruppo 1, era il genotipo p revalente (16,9%), 

seguito da HPV-53 (Gruppo 2A-2B) e HPV-31 (Gruppo 1 ), riscontrati 

rispettivamente nel 15,5% e 14,1 dei soggetti HPV p ositivi.  

Tra i genotipi LR, HPV-6 è stato riscontrato nel 7%  delle donne HPV 

positive (Figura 43).  
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Nel 60,6% (43/71) dei soggetti HPV positivi le infe zioni erano singole 

(48,8% sostenute da genotipi del Gruppo 1, 16,3% de l Gruppo 2A-2B e 34,9% 

del Gruppo 3); mentre nelle restanti donne (28/71, 39,4%) le infezioni 

erano multiple (il 71,4% doppie, l’10,7% triple e i l 17,9% >3 genotipi) 

tutte sostenute da almeno un genotipo dell’HR- clade .   

Complessivamente, il 78,9% (56/71; IC95%:67,9-86,9)  dei soggetti HPV 

positivi è risultato infetto da almeno un genotipo appartenete all’HR-

clade  mentre il 21,1% (15/71; IC95%:13,1-32,1) da genoti pi del Gruppo LR 

(Mid-P exact <0,0000001).  
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Figura 43. Prevalenza dei genotipi di HPV infettanti nella f ascia d’età 19-24 
anni. 
 

Com’è possibile notare in Figura 44 (a-b-c) la dist ribuzione dei genotipi 

nelle 2 fasce d’età evidenzia una prevalenza dei ge notipi HPV-16, HPV-31, 

HPV-52 e HPV-56 appartenenti all’HR- clade . Tra i genotipi appartenenti al 

Gruppo 2A-2B, HPV-53 e HPV-66 erano i prevalenti in  entrambe le fasce 

d’età, mentre HPV-6 era il prevalente del Gruppo 3.   

In Figura 45 sono riportate le frequenze di infezio ni singole e multiple 

riscontrate nelle donne HPV infette, suddivise nell e due fasce d’età. Si 

osserva un valore costante nel rapporto tra infezio ni multiple e singole, 

con una maggiore presenza di queste ultime.    

A conferma della maggiore diffusione di genotipi HR  nella popolazione in 

studio, in Figura 46 si nota come le infezioni sost enute da almeno un 

genotipo dell’HR- clade  siano prevalenti rispetto a quelle attribuibili 
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esclusivamente a LR-HPV (Mid-P exact <0,001), indip endentemente dalla 

classe d’età considerata. 
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Figura 44. Frequenza dei genotipi nella popolazione totale e nelle due fasce 
d’età: a) genotipi Gruppo 1; b) genotipi Gruppo 2A/ 2B; c) genotipi Gruppo 3. 

 



 131  

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

13-18 ANNI 19-24 ANNI

FASCE D'ETA'

INFEZIONI MULTIPLE

INFEZIONI SINGOLE

 
  
Figura 45. Frequenze di infezioni singole e multiple nelle d ue fasce d’età 
considerate. 
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Figura 46. Frequenza delle infezioni da genotipi del gruppo 1,  2A-2B e 3 nelle 
due fasce d’età. 
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4.1.3.  PREVALENZA DI INFEZIONE DA HPV E CARATTERIZZAZIONE DEI 

PRINCIPALI GENOTIPI IINFETTANTI IN ADOLESCENTI / GIOVANI DONNE 

SESSUALMENTE ATTIVE VACCINATE CON VACCINO ANTI- HPV 

 

L’amplificazione genica specifica per un frammento dell’ORF L1 (450 bp) 

di HPV ha permesso di determinare la presenza di HP V-DNA nel 17,3% 

(53/306; IC95%: 13,5-22) delle giovani donne (età m ediana 19 anni, range  

19-21 anni), sessualmente attive, sottoposte a vacc inazione volontaria 

nel 18° anno d’età, con vaccino tetravalente anti-H PV ed inserite in uno 

studio presso l’Istituto Europeo di Oncologia di Mi lano (IEO). I campioni 

citologici sono stati raccolti dopo almeno un anno dalla chiusura della 

schedula vaccinale (Figura 47).  

L’età mediana dei soggetti HPV infetti era di 19 an ni. 

 

17,3%

82,7%

HPV-DNA POS

HPV-DNA NEG

 
 

Figura 47. Prevalenza di infezione da HPV nelle adolescenti/ giovani donne 
vaccinate con vaccino anti-HPV. 
 
 

La successiva genotipizzazione mediante RFLP ha per messo di identificare 

i genotipi infettanti nel 94,3% (50/53) dei campion i HPV positivi. In 

3/53 (5,6%) campioni la carica virale non era suffi ciente per consentire 

la tipizzazione. 

Nei campioni HPV-DNA positivi tipizzati è stato pos sibile identificare 28 

diversi genotipi, di cui 16 (57,1%) inclusi nell’HR - clade , 9 nel Gruppo 

1, 7 nel Gruppo 2A-2B, mentre 12 (42,9%) erano comp resi nel Gruppo 3. 

Tali genotipi erano presenti in 74 infezioni, 57 (7 7%) sostenute da 

genotipi dell’HR- clade  e 17 (23%) da genotipi LR. Tra i genotipi HR, il 

più frequente era HPV-52 (16% dei soggetti HPV-DNA positivi), seguito da 
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HPV-31 (14%), entrambi del Gruppo 1 (Figura 48). HP V-66 (Gruppo 2A-2B) 

era presente nell’8% delle giovani donne HPV positi ve, mentre tra i 

genotipi appartenenti al Gruppo 3 il prevalente era  HPV-62 (6%). 
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Figura 48. Prevalenza dei genotipi di HPV rilevati nelle gio vani donne 
vaccinate.  
 

Nelle giovani donne vaccinate HPV positive, il 66% (33/50) presentava 

un’infezione da singolo genotipo, sostenute da geno tipi dell’HR- clade  

nell’78,8% dei casi e da genotipi LR per il restant e 21,2%.  

Il restante 34% (17/50) presentava invece infezioni  multiple, doppie nel 

64,7%, triple nel 29,4% e per il 5,9% sostenute da >3 genotipi. L’11,8% 

(2/17) delle infezioni multiple erano sostenute da genotipi LR, mentre 

l’88,2% (15/17) da almeno un genotipo dell’HR- clade  (Figura 49).  
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Figura 49: Frequenza delle infezioni singole e multiple nell e adolescenti/ 
giovani donne vaccinate. 
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4.1.4.  PREVALENZA DI INFEZIONE DA CHLAMYDIA TRACHOMATIS IN 

ADOLESCENTI/ GIOVANI DONNE (13-24  ANNI )  SESSUALMENTE ATTIVE 

 

La presenza di infezione da C. trachomatis  nella popolazione in studio è 

stata determinata tramite l’amplificazione di un fr ammento di 150 pb del 

plasmide criptico batterico.   

La prevalenza di adolescenti/giovani donne con infe zione da C. 

trachomatis  è risultata pari al 5,7% (32/563; IC95%:4,0-8,0) ( Figura 50) . 

L’età media di tali soggetti era di 19,5 anni. 

 

94,3%

5,7%

C. trachomatis POS

NEG

 
 

Figura 50: prevalenza di infezione da Chlamydia trachomatis in 
adolescenti/giovani sessualmente attive. 

 
Considerando la suddivisione per età già utilizzata  per la valutazione 

dell’infezione da HPV, nella I fascia d’età (13-18 anni) la prevalenza di 

infezione da  C.  trachomatis  è risultata del 7,3% (20/274; IC95%:4,7-

11,1), mentre era del 4,2% (12/289; IC95%:2,3-7,2) nella fascia 19-24 

anni (p <0,056) (Figura 51).  
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Figura 51. Prevalenza delle infezioni da C. trachomatis nell e due fasce d’età 
considerate. 
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4.2.  SORVEGLIANZA MICROBIOLOGICA DELLE INFEZIONI SOSTENUTE 

DA HPV E CHLAMYDIA TRACHOMATIS MEDIANTE ANALISI FILOGENETICA  

 

4.2.1.  STUDIO DELLE VARIANTI GEOGRAFICHE E DEGLI EVENTUALI “ ESCAPE 

MUTANTS”  DEI GENOTIPI AD ALTO RISCHIO ONCOGENO HPV-16  E HPV-18  NELLA 

POPOLAZIONE GENERALE FEMMINILE (13-64  ANNI ) 

 

Lo studio delle varianti geografiche e di eventuali  “ escape mutants ” dei 

genotipi HPV-16 e HPV-18 a livello, rispettivamente , della regione 

regolatoria LCR e del gene codificante per la prote ina L1 (costituente 

delle VLPs, utilizzate per l'allestimento dei vacci ni) permette di 

condurre una sorveglianza virologica sulla circolaz ione e diffusione di 

varianti non Europee e sull’emergenza di mutanti po tenzialmente in grado 

di eludere la risposta immunitaria indotta dal vacc ino. 

I campioni della popolazione in studio, riscontrati  HPV-16 o HPV-18 

positivi, sono stati pertanto sottoposti ad analisi  filogenetica della 

regione regolatoria LCR (mediante sequenziamento di  un frammento di 730 

pb per HPV-16 e 1169 pb per HPV-18) e a caratterizz azione molecolare 

delle regioni di 1498 pb e 1488 pb del gene codific ante per la proteina 

L1, contenenti gli epitopi immunodominanti. 

Tra le 78 donne HPV infette della popolazione gener ale femminile di età 

25-64 anni, 17 (21,8%) presentavano il genotipo HPV -16 e 4 (5,1%) il 

genotipo HPV-18.  

Tra le 128 adolescenti/giovani donne HPV positive d i età 13-24 anni, 24 

(18,8%) erano infette da HPV-16 e 5 (3,9%) da genot ipo HPV-18. 
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•  ANALISI FILOGENETICA DELLA REGIONE LCR E CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DEL 

GENE CODIFICANTE LA PROTEINA L1  DI HPV-16  

 

Analisi filogenetica della regione regolatoria LCR di HPV-16 

L’analisi filogenetica della regione regolatoria LC R di HPV-16 è stata 

condotta su un frammento di 646 nucleotidi di ciasc uno dei 41 campioni 

HPV-16 positivi.  

Come si può osservare in Figura 52, il 95,1% (39/41 ) delle sequenze in 

studio apparteneva al lineage  Europeo mostrando un’elevata similarità con 

la sequenza di riferimento ( range  99,4%-99.7%); 2 sequenze (4,9%), 

LCR_1204_11 e LCR_167_11, appartenevano invece al lineage  Asiatico-

Americano con una similarità del 99,4% e del 99,7%,  rispettivamente, con 

la sequenza di riferimento del lineage .  

Entrambe le sequenze appartenenti al lineage  Asiatico-Americano 

appartenevano a campioni prelevati alla coorte di d onne di 25-64 anni di 

età. 

 

Figura 52: Albero filogenetico costruito con le 41 sequenze in studio e le 
sequenze di riferimento della regione regolatoria L CR di HPV-16. Le sequenze 
ottenute dai campioni di donne della fascia d’età 1 3-24 anni sono evidenziate in 
azzurro mentre le sequenze ottenute dai campioni di  donne appartenenti alla 
fascia d’età 25-64 anni sono evidenziate in verde.  
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•  Caratterizzazione molecolare del gene codificante p er la 

proteina L1 di HPV-16 

La caratterizzazione molecolare della sequenza geni ca dell’ORF L1 di HPV-

16 è stata condotta su un frammento di 1141 nucleot idi (nt 5731-nt 6871). 

Nelle 41 sequenze in studio sono state evidenziate 19 mutazioni 

nucleotidiche, di cui 8 (42,1%) sinonime e 11 (57,9 %) non sinonime.  

Tra queste ultime, 3 (27,3%) ricadevano all’interno  di siti 

immunoepitopici: 1 nell’epitopo immunodominante DE (alanina 165 acido 

glutammico), 1 nell’epitopo FG (alanina 292 treonin a) e una nell’epitopo 

HI (treonina 379 isoleucina). Nessuna mutazione ric adeva nel dominio α-4, 

fondamentale per l’integrità conformazionale delle VLP (Figura 53).  

In particolare, la mutazione presente al codone 292  da alanina a treonina 

(epitopo FG) caratterizzava 10 (24,4%) delle 41 seq uenze in studio, 

mentre la mutazione D228H ne caratterizzava 8 (19,5 %). 

Le sequenze L1_1415_11 e L1_2357_10 erano caratteri zzate dalla mutazione 

aminoacidica H62Q, mentre la mutazione R284G caratt erizzava le sequenze 

L1_610_11, L1_317_11 e L1_2136_11. 

Nessun evento di inserzione o delezione è stato ide ntificato e non sono 

stati evidenziati codoni di stop prematuri.  

 

Figura 53: Albero filogenetico costruito con le 41 sequenze in studio e le 
sequenze di riferimento del gene codificante per la  proteina L1 di HPV-16. Sono 
evidenziate le principali mutazioni aminoacidiche r iscontrate. Le sequenze 
ottenute dai campioni di donne della fascia d’età 1 3-24 anni sono evidenziate in 
azzurro mentre le sequenze ottenute dai campioni di  donne appartenenti alla 
fascia d’età 25-64 anni sono evidenziate in verde.  
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Lo studio della pressione selettiva agente sulla se quenza genica dell’ORF 

L1 ha evidenziato pressione selettiva neutrale nell e sequenze in studio 

[d N-d S (± S.E.) = -0,007 (± 0.002)].  

L’analisi integrativa per lo studio della pressione  selettiva agente sui 

singoli codoni, condotta mediante utilizzo dei meto di SLAC (P-value=0.1), 

FEL (P-value=0.1) e REL (BF=50), ha identificato 12  codoni selezionati 

negativamente, rispettivamente in posizione: 117, 1 34, 141, 217, 252, 

266, 277, 322, 333, 336, 387 e 434. 

Nessun codone selezionato negativamente presentava mutazioni 

aminoacidiche, tuttavia il codone 141 rientrava nel l’epitopo 

immunodominante DE. 
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•  ANALISI FILOGENETICA DELLA REGIONE LCR E CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DEL 

GENE CODIFICANTE LA PROTEINA L1  DI HPV-18  

 

•  Analisi filogenetica della regione regolatoria LCR di HPV-18 

L’analisi filogenetica della regione regolatoria LC R di HPV-18 è stata 

condotta su un frammento di 680 nucleotidi provenie nte da ciascuno dei 9 

campioni HPV-18 positivi. Tutte le 9 sequenze in st udio appartenevano al 

lineage  Europeo, con elevata similarità con la sequenza di  riferimento 

( range  99.5-100%)(Figura 54). 

 

 

 
Figura 54: Albero filogenetico costruito con le 9 sequenze i n studio e le 
sequenze di riferimento della regione regolatoria L CR di HPV-18. Le sequenze 
ottenute dai campioni di donne della fascia d’età 1 3-24 anni sono evidenziate in 
azzurro mentre le sequenze ottenute dai campioni di  donne appartenenti alla 
fascia d’età 25-64 anni sono evidenziate in verde. 
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•  Caratterizzazione molecolare del gene codificante p er la 

proteina L1 di HPV-18 

La caratterizzazione molecolare della sequenza geni ca dell’ORF L1 di HPV-

18, condotta su un frammento di 1353 nucleotidi (nt  5679 - nt 7031), ha 

evidenziato 17 mutazioni nucleotidiche nelle 9 sequ enze in studio 

rispetto alla sequenza di riferimento del lineage  Europeo.  

In particolare, 10 mutazioni erano sinonime e 7 non  sinonime. Di queste 

ultime, 3 (42,9%) caratterizzavano altrettante sequ enze in studio e 

ricadevano all’interno di siti epitopici. 

Più in dettaglio, le 2 mutazioni Q334P e I338L rica devano nel sito 

immunoepitopico FG e caratterizzavano, rispettivame nte, la sequenza 

L1_745_11 e L1_430_09. La sequenza L1_629_11 presen tava invece la 

mutazione R171P nel sito epitopico DE. Le 3 sequenz e appartenevano a 

virus sequenziati da campioni di donne della fascia  d’età 25-64 anni. 

La mutazione T149N caratterizzava il 66,7% delle se quenze in studio. 

Nessuna mutazione ricadeva nel dominio α-4, fondamentale per l’integrità 

conformazionale delle VLP (Figura 55). 

Nessun evento di inserzione o delezione è stato ide ntificato e non sono 

stati evidenziati codoni di stop prematuri. 

Lo studio della pressione selettiva agente sulla se quenza genica dell’ORF 

L1 ha evidenziato pressione selettiva neutrale nell e sequenze in studio 

[d N-d S (± S.E.) = -0,001 (± 0,002)]. L’analisi integrativa  per lo studio 

della pressione selettiva agente sui singoli codoni , condotta mediante 

l’utilizzo dei metodi SLAC (P-value=0.1), FEL (P-va lue=0.1) e REL 

(BF=50), ha identificato 6 codoni selezionati negat ivamente nelle 

posizioni: 97, 112, 135, 196, 218 e 252. 

Nessun codone selezionato negativamente presentava mutazioni 

aminoacidiche, tuttavia il codone 112 rientrava nel l’epitopo 

immunodominante BC e il codone 196 nell’epitopo DE.  
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Figura 55: Albero filogenetico costruito con le 9 sequenze i n studio e le 
sequenze di riferimento del gene codificante per la  proteina L1 di HPV-18. Sono 
evidenziate le principali mutazioni aminoacidiche r iscontrate. Le sequenze 
ottenute dai campioni di donne della fascia d’età 1 3-24 anni sono evidenziate in 
azzurro mentre le sequenze ottenute dai campioni di  donne appartenenti alla 
fascia d’età 25-64 anni sono evidenziate in verde. 
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4.2.2.  VALUTAZIONE DEI PRINCIPALI SEROVAR DI CHLAMYDIA TRACHOMATIS 

RESPONSABILI DI INFEZIONE NELLE ADOLESCENTI / GIOVANI DONNE (13-24  ANNI )  

SESSUALMENTE ATTIVE 

 

L’identificazione dei serovar  di Chlamydia trachomatis  circolanti nella 

popolazione è stata ottenuta tramite analisi filoge netica di un frammento 

di 304 pb, compreso tra il nucleotide 288 e il nucl eotide 591, del gene 

OmpA codificante per la proteina maggiore di membrana (MOMP), di 1185 pb. 

L’analisi di sequenza è stata possibile per il 65,6 % (21/32) dei campioni 

risultati positivi all’infezione da C. trachomatis .   

Come descritto in Figura 56 i serovar  identificati erano 7, di cui 2 

appartenenti al sierogruppo B ( serovar  D ed E), 2 al sierogruppo 

Intermedio ( serovar  F e G) e 3 appartenenti al sierogruppo C ( serovar H, 

K e J). Tutti i serovar  circolanti sono quelli in grado di causare 

infezioni nel tratto-urogenitale. 

Complessivamente, il 47,6% (10/21) delle sequenze a nalizzate apparteneva 

al sierogruppo B e, tra queste, il 38,1% al serovar  E e il 9,5% al D; il 

33,3% delle sequenze era invece riconducibile al si erogruppo Intermedio 

(23,8% al serovar  F e il 9,5% al G) ed il 19% al sierogruppo C (i serovar  

H e K caratterizzavano ciascuno il 4,8% dei campion i e il 9,5% 

apparteneva al serovar J). 

In Figura 57 sono riportati i serovar circolanti nelle due fasce d’età 

considerate.  
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Figura 56. Albero filogenetico costruito su sequenze del gene ompA codificante 
per la proteina maggiore di membrana MOMP e princip ali serovar di C. trachomatis 
identificati nelle 21 sequenze batteriche in studio . In azzurro le sequenze 
batteriche identificate nella fascia d’età 13-18 an ni; in verde le sequenze 
della fascia d’età 19-24 anni. 
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Figura 57. Prevalenza dei serovar di Chlamydia trachomatis c ircolanti nelle due 
fasce d’età considerate. 
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4.3.  VALUTAZIONE DELLE CO- INFEZIONI HPV/CHLAMYDIA 

TRACHOMATIS NELLE ADOLESCENTI/ GIOVANI DONNE (13-24  ANNI )  

SESSUALMENTE ATTIVE 
 

Il 3% (17/563, IC95%: 1,9-4, 8) dei soggetti in stu dio presentavano una 

co-infezione HPV - Chlamydia trachomatis (HPV-Ct). L’età media era di 

19,2 anni (età mediana 18 anni). 

La prevalenza di co-infezioni HPV-Ct in base all’et à, è risultata del 4% 

(11/274) tra le 13-18enni e del 2,1% (6/289) tra le  19-24enni (Figura 

58).  Tale differenza non è risultata statisticamente sig nificativa.  
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Figura 58. Prevalenza delle coinfezioni HPV / C. trachomatis  nelle due fasce 
d’età considerate. 
 

La prevalenza di infezione da C. trachomatis  nei soggetti HPV-DNA 

positivi è risultata del 13,3% (17/128; IC95%:8,4-2 0,3), mentre nei 

soggetti HPV-DNA negativi era del 3,5% (15/435; IC9 5%:2,1-5,7). La 

differenza è risultata statisticamente significativ a (Mid-P exact 

<0,00006). 

Suddividendo per fascia d’età (Figura 59), le 13-18 enni HPV-DNA positive 

mostravano una infezione da C. trachomatis  nel 20,8% dei casi, mentre 

tale prevalenza era dell’8% tra le 19-24enni. 

L’infezione da C. trachomatis  nelle donne HPV negative è risultata invece 

del 4,1% e del 2,8%, rispettivamente, nelle 2 class i d’età.  
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Figura 59. Prevalenza di infezione da C. trachomatis in pres enza/assenza di 
infezione da HPV. 
 

Nei 17 soggetti HPV / C. trachomatis  coinfetti, le infezioni da HPV erano 

sostenute da 18 genotipi, di cui 12 dell’HR- clade  (7 del Gruppo 1 e 5 del 

Gruppo 2A-2B) e 6 del Gruppo 3 (LR).  

Delle 30 infezioni risultanti, il 76,7% era sostenu to da genotipi 

dell’HR- clade  e il 23,3% da genotipi LR.  

HPV-16 (29,4%) era il genotipo prevalente, seguito da HPV-31 e HPV-52 

(17,6% ciascuno) (Figura 60).  

I soggetti HPV/ C.a trachomatis  positivi mostravano, nel 58,9% dei casi 

infezioni singole, nel 41,1% multiple. Fra queste u ltime, il 42,8% erano 

sostenute da 2, il 42,8% da 3 e nel 14,2% da >3 gen otipi virali.   

Le infezioni singole erano supportate per il 70% da  genotipi dell’HR-

clade , mentre per il 30% da genotipi LR. Solo un’infezio ne multipla era 

attribuibile a genotipi LR (14,3%), le altre erano sostenute da almeno 1 

genotipo dell’HR- clade . 
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Figura 60. Prevalenza dei genotipi di HPV nei soggetti coinfe tti con C. 
trachomatis. 

 
Riguardo l’infezione da C. trachomatis  la caratterizzazione molecolare 

del gene ompA è stata possibile su 14/17 (82,4%) campioni dei so ggetti 

con co-infezione. Sono stati identificati 5 diversi  serovar, di cui 2 

appartenenti al sierogruppo B ( serovar  E e D), 2 al sierogruppo 

Intermedio ( serovar  F e G) e 1 al sierogruppo C ( serovar  J). I serovar  E 

e F erano i prevalenti (rispettivamente nel 35,7% e  nel 28,6%) seguiti 

dal serovar  D e J (14,3% ciascuno) e dal serovar  G (7,1% ciascuno).    

 



5. CONCLUSIONI 
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Le Infezioni Sessualmente Trasmesse (IST) costituis cono un vasto 

gruppo di patologie infettive ad ampia diffusione a  livello mondiale, in 

grado di causare sintomatologie acute, infezioni cr oniche e severe 

complicanze a lungo termine per milioni di persone ogni anno, cui si 

associano ingenti costi per terapie e ricoveri.  

Ad oggi si conoscono oltre 30 diversi quadri clinic i associati a malattie 

a trasmissione sessuale, determinati da circa 20 ag enti patogeni tra 

batteri, virus, miceti e protozoi [2,16].  

Secondo le stime dell’OMS, le infezioni sessualment e trasmesse, 

escludendo l’AIDS, hanno un’incidenza annua di 448 milioni di casi e la 

loro diffusione ha ormai acquisito le caratteristic he di una pandemia 

[306]. 

Tali infezioni si trasmettono da un soggetto infett o ad uno suscettibile 

attraverso i rapporti sessuali. Si presentano spess o in forma 

asintomatica e, a seconda del patogeno implicato, p ossono portare ad 

esiti più o meno invalidanti. Ad esempio, l’infezio ne da Chlamydia 

trachomatis è associata al 30-40% dei casi di infertilità femm inile, 

mentre alcuni genotipi di Papillomavirus umano (HPV ) sono la causa 

eziologica necessaria per lo sviluppo del tumore de lla cervice uterina 

che, con oltre 500.000 nuovi casi/anno e circa 250. 000 decessi/anno, è la 

seconda causa di tumore nelle donne a livello mondi ale [307].                            

Il controllo e la prevenzione delle IST rappresenta no quindi 

obiettivi prioritari dell’OMS e di altre organizzaz ioni sanitarie 

[2,16,18] proprio per le motivazioni sopra menziona te e, in particolare, 

per: (a) l'elevato numero di soggetti che ogni anno  acquisisce una IST; 

(a) la proporzione rilevante di soggetti asintomati ci, ma infetti e 

infettanti; (c) la maggiore diffusione in categorie , quali i giovani, con 

comportamenti sessuali a rischio; (d) l’elevata sus cettibilità biologica 

di alcuni soggetti, come le giovani donne, caratter izzate da un apparato 

genitale istologicamente immaturo e quindi più favo revole ad infezioni e 

stabilizzazione dei patogeni; (e) le gravi sequele e complicanze in caso 

di mancata o errata diagnosi e/o trattamento, quali  cronicizzazione, 

sterilità, trasformazione oncogena; (f) la possibil ità di prevenire e 

curare efficacemente buona parte di queste.  

 Le strategie di prevenzione adottate riguardano pr ima di tutto la 

promozione di comportamenti sessuali responsabili, attuabile mediante 

informazione, attenzione nelle pratiche sessuali sa ltuarie e con partner 

occasionali, accesso all’uso di preservativi. L’edu cazione e il 
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counselling si dovrebbero accompagnare comunque a misure per 

l’identificazione precoce delle infezioni asintomat iche, nei confronti 

delle quali deve essere attuata un’adeguata terapia , sia per prevenire 

future sequele, sia per interrompere la catena di trasmissione.                                                      

Fra gli ostacoli che principalmente possono limitar e l’attuazione delle 

strategie di prevenzione si sottolineano soprattutt o la giovane età di 

acquisizione di molte di queste infezioni ed il dec orso spesso 

asintomatico (almeno nelle prime fasi) o con quadri  clinici aspecifici.  

                                     

 Le infezioni da HPV e Chlamydia trachomatis sono, tra le 

sessualmente trasmissibili, le più frequenti nella popolazione generale e 

condividono, oltre alla modalità di trasmissione, l a precoce 

acquisizione, lo stato di asintomaticità nelle fasi  più precoci e lo 

sviluppo di gravi sequele in età adulta. 

  

 Alla luce di queste premesse, il presente lavoro d i tesi ha avuto 

come obiettivi principali quelli di studiare l’epid emiologia molecolare 

delle infezioni sostenute da HPV e C. trachomatis nella popolazione 

generale femminile sessualmente attiva e di valutar e, mediante analisi 

filogenetica, le caratteristiche dei microrganismi circolanti.  

  

 I risultati ottenuti mostrano come la prevalenza d i infezione da 

HPV nelle donne sessualmente attive di età 13-64 an ni si attesti al 

16,5%; in particolare, nelle adolescenti/giovani do nne (età 13-24 anni) 

la prevalenza è risultata del 22,7%, mentre nelle d onne di 25-64 anni era 

dell’11,3%.  

In accordo con diversi studi epidemiologici [189, 3 08, 309], anche i 

nostri dati mostrano una diminuzione della prevalen za all’aumentare 

dell’età (26% nelle 19-24enni, 18,5% nelle 25-34enn i, 6,9% nelle 35-

44enni e 4,9% nelle 45-64enni) delle donne in studi o. 

La percentuale di positività dell’11,3% rilevata in  donne afferenti a 

screening spontaneo (25-64 anni) è compresa tra quelle riportate in altri 

studi italiani [55, 189, 310-312] che, nella medesi ma fascia d’età, 

riscontrano prevalenze variabili dal 7,1% al 35,9%.  Le diverse 

metodologie impiegate, ma anche differenze legate a  situazioni 

geografiche e comportamentali, possono condurre a r isultati non sempre 

sovrapponibili. 
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Le infezioni riscontrate erano sostenute da 28 dive rsi genotipi, la 

maggior parte dei quali appartenenti al clade-HR degli HPV riconosciuti 

come cancerogeni (gruppo I) o probabili/possibili c ancerogeni (Gruppo 

2A/2B) per l’uomo [62].  

Su di un totale di 116 infezioni, oltre l’86% era a ttribuibile proprio a 

genotipi ad alto rischio oncogeno (HR), risultati p revalenti (p<0,001) 

rispetto ai genotipi a basso rischio (LR) in ogni f ascia d’età in cui è 

stata suddivisa la popolazione analizzata. 

In oltre 1/3 (38,6%) delle donne HPV-DNA positive l e infezioni erano 

sostenute da più genotipi virali. Questo risultato è in accordo con i 

dati di letteratura, che riportano percentuali di i nfezioni multiple 

variabili dal 20% al 50% dei soggetti infetti [313] . Un ampio studio 

multicentrico italiano [189], condotto su oltre 9.9 00 donne   afferenti a 

programmi di screening spontaneo, rileva il 22,2% d i co-infezioni nelle 

HPV-DNA positive.  

Relativamente alla frequenza dei 28 genotipi riscon trati nel nostro 

studio, HPV-16 (HR-Gruppo I) è risultato il prevale nte (22,7% dei 

soggetti infetti), seguito da HPV-53 e da HPV-66 (e ntrambi HR-Gruppo 

2A/2B, 16% ciascuno), HPV-31 (HR-Gruppo I, 14,7%) e  HPV-52 (HR-Gruppo I, 

10,7%).  

Una meta-analisi [309] su donne HPV positive con ci tologia normale 

riporta i genotipi HPV-16, -18, -31, -58 e -52 come  i più frequentemente 

riscontrati a livello mondiale. Tutti gli studi ita liani citati in tale 

meta-analisi classificano HPV-16 come genotipo prev alente, seguito da 

HPV-58, -31, -66 e -53. I nostri dati quindi concor dano, eccetto che per 

HPV-58 che, nella nostra casistica, risulta il geno tipo HR meno 

frequentemente riscontrato. 

Il 5% circa delle donne di 25-64 anni presentava un  esito citologico 

anormale ( ≥ ASC-us) al Pap-test e, di queste, il 74% risultava  infetto da 

HPV. L’analisi del genotipo ha permesso di evidenzi are, nella maggioranza 

dei soggetti (71% circa), un’infezione singola sost enuta nel 91,7% dei 

casi da genotipi dell’HR- clade (p <0,001) e, tra questi, HPV-16 era il 

prevalente (58,3%). Ciò è in accordo con quanto ril evato in altri studi 

italiani [189, 310, 314] in donne con lesioni citol ogiche. 

 

 Nonostante gli adolescenti/giovani di 13-18 anni d ’età 

rappresentino solo il 25% della popolazione sessual mente attiva, si stima 

che quasi il 50% dei casi di Infezioni Sessualmente  Trasmesse si 
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verifichi in questa fascia di età [14]. Nel present e studio il 22,7% 

delle adolescenti/giovani donne (13-24 anni) è risultata infetta da HPV, 

mentre il 5,7% della stessa popolazione mostrava in fezione da C. 

trachomatis. 

 Considerando la fascia d’età pediatrica (13-18 ann i), il 19,3% dei 

soggetti è risultato HPV-DNA positivo. Alcuni studi  [189, 315] riportano 

valori di prevalenza simili in adolescenti sessualm ente attive di età 

comparabile, valori anche più elevati rispetto a qu anto riscontrato nella 

popolazione femminile più adulta. Questa maggiore v ulnerabilità 

riscontrata nelle adolescenti (e osservata anche pe r altre IST), viene 

spesso attribuita ad una maggiore esposizione a com portamenti 

potenzialmente a rischio. Un’altra possibile spiega zione è stata però 

recentemente individuata nella differente struttura  organizzativa 

dell’epitelio cervicale che, nelle donne più giovan i, sembra non aver 

ancora raggiunto la piena efficienza, relativamente  sia al ruolo fisico 

di barriera sia alla risposta immuno-mucosale indot ta [316]. 

La maggior parte delle infezioni, in questa fascia d’età, sono tuttavia 

di natura transitoria e regrediscono spontaneamente  senza causare 

alterazioni citologiche. Tuttavia, una quota di tal i infezioni non viene 

eliminata e la persistenza del virus nell’ospite è la potenziale causa 

dello sviluppo di lesioni intra-epiteliali di alto grado (HSIL) e di 

cancro invasivo in età adulta [315]. 

 Nei soggetti di età superiore (19-24 anni), il dat o di prevalenza è 

del 26%, in linea con quelli di letteratura ( range di prevalenza: 19,7%-

39%) [88, 317]. Recenti dati italiani, riportati da  uno studio condotto 

in Toscana in 18-24enni, riportano una prevalenza d i infezione simile 

(23,7%) [171], che cresce all’aumentare dell’età de i soggetti analizzati. 

Questo trend in ascesa è in linea con quanto riport ato in altri Paesi 

industrializzati, dove il picco di infezione si oss erva intorno ai 20-25 

anni d’età [318]. 

Nello studio PreGio [189, 318], invece, la prevalen za nella fascia d’età 

18-26 anni risulta del 18,7%, ma la differenza osse rvata è probabilmente 

imputabile ai metodi molecolari impiegati; nel cita to studio è infatti 

stato utilizzato un metodo in grado di rilevare sol amente le infezioni 

sostenute da 13 genotipi HR e non, come nel nostro lavoro, un test che 

riconosce tutti i genotipi HR ed anche gli LR. 

 Anche in questo caso, la diversa tipologia di coor te analizzata, ad 

esempio per presenza o assenza di particolari fatto ri di rischio o 
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rispetto all’area geografica di provenienza, può in fluire sulle 

prevalenze di infezione osservate nei diversi studi . Nella nostra 

indagine sono state arruolate adolescenti/giovani d onne residenti nel 

Nord Italia, sessualmente attive a partire dal 13° anno di età, esposte 

quindi al virus precocemente, e con diversi fattori  di rischio di 

acquisizione delle IST. 

 Nelle adolescenti/giovani donne la genotipizzazion e ha permesso di 

identificare 33 diversi genotipi, il 64% dei quali appartenente all’HR-

clade. Anche in questa coorte, considerando sia il total e che le due 

fasce d’età in cui è stata suddivisa, i genotipi de ll’HR- clade sono 

risultati significativamente prevalenti rispetto ai  genotipi LR (75,3% vs 

24,7%, p< 0,001). Questo dato sottolinea come tale popolazione sia 

esposta principalmente ad HPV potenzialmente oncoge ni.  

La prevalenza e la numerosità delle infezioni nelle  adolescenti/giovani 

adulte sono in linea con quanto riscontrato in altr i Paesi 

industrializzati e risultano più elevate rispetto a lla fascia d’età 

successiva (25-64 anni)  [319]. 

Il genotipo più frequente è risultato, anche in que sto caso, HPV-16, 

rilevato nel 20% delle infette, seguito da HPV-31 ( 13,3%), HPV-52 (12,5%) 

e HPV-56 (10%), tutti appartenenti al Gruppo 1 dell ’HR-clade. HPV-6 (LR 

prevalente) è stato riscontrato nel 7,5% delle donn e HPV infette. 

 

 I risultati ottenuti in questa prima parte del pro getto di tesi ci 

permettono di concludere che la curva di prevalenza  dell’infezione da HPV 

nella popolazione generale femminile (13-64 anni) s essualmente attiva da 

noi analizzata, è in linea, seppure con differenze dovute anche alla 

diversa suddivisione in fasce d’età, con quelle ril evate da altri due 

studi italiani [318, 320]. Ciò è descritto nella Fi gura sottostante. 
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 Un rilevante aspetto della prevenzione dell’infezi one da HPV è la 

disponibilità di vaccini specifici. La coorte di ad olescenti/giovani 

donne qui considerata non era stata vaccinata contr o HPV. È stato così 

possibile valutare empiricamente la quota di infezi one potenzialmente 

prevenibile tramite vaccinazione, considerando la p revalenza dei genotipi 

inclusi nelle formulazioni vaccinali attualmente di sponibili: HPV-16 e 

HPV-18, per il vaccino bivalente e, in aggiunta, HP V-6 e HPV-11 per il 

vaccino tetravalente.  

I dati ottenuti hanno rilevato che la vaccinazione con vaccino bivalente 

avrebbe prevenuto il 16% delle infezioni riducendo del 2,3% la quota 

d’infezione nella popolazione. La somministrazione del vaccino 

tetravalente, invece, avrebbe prevenuto il 23,1% de lle infezioni, 

riducendone la quota del 7,5%.  

In considerazione poi del fenomeno di “cross-protez ione” indotto dal 

vaccino nei confronti di genotipi appartenenti alle  medesime specie dei 

genotipi HR vaccinali (HPV-16 vs HPV-31, -33, -52, -58, appartenenti alla 

specie 9 e HPV-18 vs HPV-45, appartenenti alla spec ie 7), la quota 

stimata di potenziale protezione sale all’11,7% con  il vaccino bivalente 

e al 14% con il vaccino tetravalente.  

 

 Per valutare preliminarmente come la vaccinazione potesse influire 

sulla circolazione dell’HPV, abbiamo considerato un a coorte di giovani 

donne arruolate nel 18°anno di età presso l’Istitut o Europeo di Oncologia 

di Milano e sottoposte a profilassi vaccinale con v accino tetravalente. 
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Questo studio prevedeva la raccolta di prelievi cit ologici al momento 

della prima dose di vaccino e, con cadenza annuale,  per i cinque anni 

successivi di follow-up (18-23 anni).  

La prevalenza di infezione da HPV osservata al prel ievo effettuato ad 

almeno 1 anno dal completamento del ciclo vaccinale  era del 17,3%, 

significativamente inferiore (p<0,05) rispetto alla  comparabile 

popolazione della fascia d’età 19-24 anni (26%). 

Il confronto tra coorte delle vaccinate e coorte de lle giovani donne 

rileva una riduzione del numero totale di infezioni  (74 vs 114), mentre 

rimangono pressoché costanti il numero di genotipi circolanti ed il 

rapporto fra genotipi dell’HR- clade e genotipi LR. In Figura sono 

riportati a confronto i genotipi rilevati nelle vac cinate (in viola) 

rispetto a quelli della coorte 19-24 anni.   
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Come è possibile osservare in Figura, il 12% delle donne vaccinate è 

risultato HPV-16 positivo ed il 2% HPV-11 positivo al controllo 

effettuato ad almeno 1 anno dalla conclusione del c iclo vaccinale. Questo 

dato non deve allarmare, in quanto tali soggetti va ccinati presentavano 

le medesime infezioni già al basale, cioè prima del l’inizio del ciclo 

vaccinale. Sarà comunque interessante seguire nel t empo questi soggetti 

per rilevare eventuali modificazioni sia dei genoti pi HPV-16 e HPV-11  

infettanti  (a livello molecolare) sia della situazione clinica delle donne 

infette. 

Nelle vaccinate non si sono evidenziate infezioni d a HPV-45. Questa 

osservazione potrebbe deporre a favore della cross- protezione (specie 7 

di HPV), mentre questo fenomeno non è stato rilevat o per i genotipi 

appartenenti alla specie 9. Del resto, anche in let teratura pochi sono i 
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dati a favore della cross-protezione indotta dal va ccino tetravalente, 

mentre tale aspetto è stato maggiormente accertato per il vaccino 

bivalente [151, 152]. 

 Nel prossimo futuro sarà possibile una valutazione  più attendibile 

dell’efficacia della strategia vaccinale recentemen te iniziata. Come si 

può intuire, tale efficacia può dipendere da divers i fattori, i 

principali dei quali sono riconducibili alle caratt eristiche della 

popolazione vaccinata (esposta o meno ai genotipi v accinali), ma anche 

all'eventuale pressione selettiva indotta dall’immu nizzazione sui 

genotipi virali circolanti che potrebbe, potenzialm ente, far emergere 

altri genotipi, al momento meno frequenti (" type replacement"). 

Oltre a ciò, si potrebbe osservare la maggiore diff usione di 

varianti geografiche non Europee (non utilizzate pe r la costituzione 

delle VLPs) dei genotipi contenuti nei vaccini o, s otto pressione 

immunitaria, di varianti in grado di evadere la ris posta vaccinale 

( escape mutant) in quanto mutate a livello degli epitopi immunodo minanti 

in essa coinvolti.  

Diversi studi hanno dimostrato che le variazioni in tratipiche di HPV-16 e 

HPV-18 possono essere rilevanti per la patogenicità  e l’infettività 

virale [199, 321]. Queste variazioni possono influe nzare la persistenza 

virale e la progressione a cancro invasivo che in p arte spiega l’ampio 

spettro di patologie correlate all’infezione da HPV  e gli elevati tassi 

di prevalenza del cancro cervicale in alcune Region i/popolazioni rispetto 

ad altre.  

Le mutazioni aminoacidiche risultanti da mutazioni delle sequenze geniche 

virali possono influenzare l’assemblamento virale, il potenziale 

cancerogeno del virus e la risposta immunitaria del l’ospite.  

Tuttavia, non è ancora del tutto chiaro come la ris posta immunitaria nei 

confronti di una variante di HPV possa proteggere c ontro l’infezione da 

altre varianti. Quindi, lo studio della diversità g enetica in condizioni 

cliniche specifiche può risultare importante per un  disegno razionale 

delle strategie diagnostiche, terapeutiche e vaccin ali [322]. 

 Queste varianti possono essere già presenti nella popolazione. Per 

questo motivo si è voluta valutare, in questo lavor o, la circolazione di 

varianti geografiche (LCR) e la presenza di mutazio ni a livello degli 

epitopi della proteina L1 di HPV-16 e HPV-18. 

 Nello studio delle varianti geografiche di HPV, il sequenziamento e 

la successiva analisi filogenetica, condotta su 41 sequenze di HPV-16 e 
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su 9 sequenze di HPV-18, ha permesso di costruire p er entrambi i genotipi 

il rispettivo albero filogenetico.  

È stato così possibile osservare che il lineage circolante in oltre il 

95% dei soggetti infetti da HPV-16 era l’Europeo, m entre 2 sequenze 

appartenevano al lineage Asiatico-Americano. Per HPV-18, invece, la 

totalità delle sequenze in studio apparteneva al lineage Europeo. 

 Delle 11 mutazioni aminoacidiche osservate nelle s equenze della 

proteina L1 di HPV-16, il 27% circa cadeva all’interno dei loop 

immunodominanti (DE, FG e HI), epitopi coinvolti ne ll’interazione 

antigene-anticorpo che permette il riconoscimento e  innesca la risposta 

immune dell’ospite. Per HPV-18, sono state rilevate  in totale 7 mutazioni 

aminoacidiche, il 43% delle quali all’interno dei loop immunodominanti DE 

e FG. 

L’analisi di sequenza non ha evidenziato selezione positiva per nessuna 

delle mutazioni presenti nei due genotipi analizzat i, mentre è stata 

osservata selezione negativa per 12 codoni della pr oteina L1 di HPV-16, 

di cui 1 contenuto nell’epitopo DE, e per 6 codoni di HPV-18, di cui 1 

contenuto in BC e 1 in DE. Questo basso tasso di ca mbiamento può essere 

attribuito al fatto che HPV utilizza il macchinario  di replicazione della 

cellula ospite, caratterizzato da alta fedeltà, cap acità di proofreading 

e meccanismi di correzione post-replicazione.  

Inoltre, diverse funzioni codificate dalle proteine  di HPV sono 

indispensabili per il ciclo vitale del virus stesso . Tali funzioni, tra 

cui la formazione della struttura capsidica, risult ano in selezioni che 

limitano il numero di cambiamenti evolutivi possibi li.  

 L’analisi della regione L1 ha permesso di identifi care la presenza 

di diversi cambiamenti aminoacidici, il cui effetti vo ruolo biologico 

resta ancora sconosciuto. Non è noto, infatti, come  le mutazioni 

aminoacidiche possano influenzare la risposta immun itaria dell’ospite.  

È stato riconosciuto che le variazioni intratipiche  di HPV [199, 321] 

rappresentano un fattore di rischio per lo sviluppo  del cancro e che 

queste mutazioni possono compromettere l’efficacia dell’infezione o 

l’antigenicità virale.  

In previsione di un’applicazione a lungo termine de l vaccino, si rende 

necessaria una sorveglianza virologica per poter co gliere potenziali 

variazioni nei virus circolanti nella popolazione e d, in particolare, 

l’emergenza di HPV-16 e HPV-18 escape mutants che, sfuggendo al controllo 
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della risposta immune indotta dalla vaccinazione, p otrebbero inficiare 

l’efficacia di tale strategia di prevenzione. 

 

 Riguardo la seconda delle due IST qui considerate,  dati di 

letteratura internazionali indicano come circa il 1 4% delle adolescenti 

che ricorrono a consultori mostrino un’ infezione da Chlamydia trachomatis 

[323].  

Il Ministero della Salute fornisce informazioni rig uardo le MST a 

notifica obbligatoria, sifilide e gonorrea, anche s e condizionati dal 

problema di sottonotifica [324], mentre non sono di sponibili dati sulla 

diffusione nazionale delle malattie non obbligatori amente notificabili, 

tra cui quella da C. trachomatis.  

E’ però attivo in Italia un sistema di sorveglianza , affidato a 13 

laboratori dislocati sul territorio nazionale, che ha valutato in uno 

studio pilota oltre 25.500 infezioni da C. trachomatis in donne con età 

mediana di 34 anni ( range IQR = 29-39 anni). Il dato rilevato è 

riconducibile ad una prevalenza del 3% nelle donne con sintomatologia e 

dell’1,7% nelle asintomatiche [325].  

 Ad oggi mancano totalmente studi italiani di valut azione 

dell’infezione da C. trachomatis nella fascia d’età 15-25 anni, quella a 

maggior rischio di acquisizione e di evoluzione ver so severe complicanze, 

soprattutto dal punto di vista riproduttivo.  

Recenti dati europei hanno riportato una prevalenza  variabile dal 5% al 

15% in giovani donne appartenenti alla popolazione generale [323]. Uno 

studio condotto in 7 Paesi europei in donne asintom atiche di età 18-44 

anni ha evidenziato prevalenze comprese tra 1,4% e 3%; altri dati 

ricavabili da sistemi di sorveglianza specifici per  le IST si attestano 

su percentuali variabili dal 3,2% al 10,4% per ques ta infezione [326]; in 

Inghilterra, dove è attivo un programma di screenin g per le donne di età 

inferiore ai 25 anni, negli anni 2005-2006 la preva lenza di infezione da 

C. trachomatis è risultata del 10,1% [326, 327]. 

 Il nostro studio si è focalizzato sulla popolazion e considerata più 

a rischio per l’acquisizione delle IST (13-24 anni) , rilevando il 5,7% di 

giovani donne infette da C. trachomatis, in un range compreso tra il 7,3% 

nella fascia 13-18 anni e il 4,2% nelle donne di 19 -24 anni. 

Lo spettro di patologie urogenitali causato da C. trachomatis comprende 

sia infezioni inapparenti, clinicamente asintomatic he, sia complesse 

sindromi clinicamente rilevabili.  
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 La proteina maggiore di membrana (MOMP) di C. trachomatis contiene 

specifici antigeni che differenziano gli strain clamidiali in serovar 

(definizione basata sulla cross-reattività antigeni ca nei test di 

immunofluorescenza, mantenuta tale anche per l’anal isi filogenetica).  

Ad oggi non esiste ancora una correlazione certa fr a manifestazioni 

cliniche e specifici serovar per mancanza di studi numericamente 

rappresentativi. È noto comunque come i serovar maggiormente circolanti 

nella popolazione femminile con sintomatologia sian o D, E, F, Ia e J, 

mentre tra le asintomatiche si riscontrano più freq uentemente E ed F.  

Nella nostra popolazione sono stati identificati 7 serovar, con maggior 

circolazione di E ed F (38,1% e 23,8% rispettivamen te) seguiti da G, D, 

J, K e H.  

I nostri dati confermano quindi quanto riportato in  letteratura 

internazionale [328-331] sulla maggiore diffusione (oltre il 50%) delle 

infezioni supportate dai serovar E ed F.  

Il vantaggio biologico di questi due serovar risiede nella loro capacità 

di evadere, più facilmente rispetto agli altri, la risposta immunologica 

dell’ospite [332] e dalla presenza di particolari f attori di virulenza in 

grado di favorirne la trasmissione ed i processi in fettivi. Queste 

valutazioni rendono ancora più significativi i dati  ottenuti dal presente 

studio, principalmente perché sono, a nostra conosc enza, i primi dati 

italiani che riportano la circolazione dei diversi serovar clamidiali 

nella popolazione suscettibile. 

 

 Infine, un’importante considerazione riguardo le I ST trattate in 

questo studio risiede nel fatto che, tra i fattori di rischio favorenti 

la persistenza di HPV nell’ospite con potenziale ev oluzione verso la 

forma neoplastica, assume un ruolo rilevante la co- infezione con altri 

patogeni a trasmissione sessuale, in particolare  C. trachomatis.  

A livello cellulare, infatti, la presenza del batte re può favorire la 

suscettibilità ad HPV, in quanto crea microabrasion i indispensabili per 

l’accesso del virus all’epitelio basale; inoltre, i nducendo alterazioni 

nelle cellule epiteliali, facilita la persistenza d ell’infezione. La co-

infezione C. trachomatis/HPV può quindi limitare le possibilità di 

clearance dell’HPV condizionando la risposta immunitaria dell ’ospite.  

Nel nostro studio, il 3% delle giovani donne presen tava co-infezione C. 

trachomatis/HPV. Analizzando i campioni C. trachomatis positivi in base a 

positività/negatività per HPV, si è notata una diff erenza statisticamente 
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significativa nella prevalenza di infezione da C. trachomatis tra i 

soggetti HPV-DNA positivi rispetto a quelli HPV-DNA  negativi (13,2% vs 

3,4%, p <0,001). 

Non si sono osservate particolari associazioni fra genotipi di HPV ed 

infezione da C. trachomatis, tuttavia si trattava per la maggior parte di 

infezioni sostenute da genotipi appartenenti all’HR - clade (76,7%). 

A conferma dei dati presenti in letteratura, anche i nostri risultati 

sembrano rilevare come l’infezione da C. trachomatis preceda quella da 

HPV (età mediana dei soggetti C. trachomatis positivi 19,5 anni vs età 

mediana dei soggetti HPV-DNA positivi 20 anni) e co me la presenza di C. 

trachomatis possa favorire la precoce acquisizione di HPV (età  mediana 

co-infetti 19,2 anni), anche se le differenze non s ono significative.  

 I dati di prevalenza e di co-infezione delle due I ST riscontrati in 

questa popolazione di adolescenti/giovani donne sot tolineano la 

possibilità di considerare un intervento di prevenz ione secondaria, lo 

screening, anche per l’infezione da C. trachomatis. Per quest’ultima 

infezione sembrerebbe tuttavia più indicato consigl iarlo in età più 

precoce rispetto a quanto previsto per il Pap-test (età ≥25 anni), in 

modo da poter intervenire tempestivamente per la ri soluzione 

dell’infezione con una terapia farmacologica mirata .  

L’obiettivo di un programma di screening nei confro nti di tale infezione 

risiederebbe nella riduzione della trasmissione del  patogeno e nella 

limitazione della progressione clinica e, quindi, n ella prevenzione delle 

sequele a lungo termine, rivolte anche alle critici tà correlate alla co-

infezione con HPV. 

 In conclusione, i risultati di questo progetto di ricerca 

forniscono nuove informazioni sulla diffusione dell e due principali IST 

in adolescenti/giovani donne, valutando l’aspetto e pidemiologico, finora 

poco noto, in una coorte spesso asintomatica e con riconosciuti 

comportamenti a rischio. Tali dati possono pertanto  contribuire a meglio 

definire le due infezioni, base di partenza necessa ria per la 

pianificazione di futuri interventi mirati di Sanit à Pubblica.  
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Introduction 
Sexually transmitted infections (STIs) are a major public health concern: 
according to WHO estimates, 448 million new cases of curable STIs (syphilis, 
gonorrhoea, chlamydia and trichomoniasis) occur annually throughout the world in 
adults aged 15-49 years.  
There are more than 30 different sexually transmissible bacteria, viruses, 
mycetes and protozoa. Human Papillomavirus (HPV) and Chlamydia trachomatis are 
the causes of two of the most common STIs.  
HPVs are double-stranded DNA viruses, grouped into cutaneous and mucosal types 
according to their infection site, and further subdivided into high-risk (HR) 
and low-risk (LR) genotypes, depending on their association with disease 
malignancy. More than 40 HPV genotypes can infect the genital area: HR-HPVs 
(e.g. HPV types 16 and 18) can cause cervical cancers and LR-HPVs (e.g. HPV 
types 6 and 11) can cause genital warts. It has been estimated that more than 
50% of sexually active persons become infected with HPV at least once in their 
lifetime. Most of these infections are asymptomatic or subclinical and, 
fortunately, usually self-limiting. However, persistence of HPV infection can 
occur in 30% of cases and when these infections are sustained by HR types the 
risk to develop cancer is increased. 
Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular bacterium. Currently, 18 
different serovars of C. trachomatis have been identified, 10 of these infect 
the genital area. Silent and asymptomatic infection is common in both women and 
men. In women, acute infection with C. trachomatis can result in pelvic 
inflammatory disease, whose long-term consequences include chronic pain, ectopic 
pregnancy and infertility. C. trachomatis infection has also been demonstrated 
to be a risk factor for the acquisition of HPV infection. 
This work aimed at studying the molecular epidemiology of HPV and C. trachomatis 
infections; carrying out a microbiological surveillance of these infections by 
molecular and phylogenetic methods; evaluating the HPV/C. trachomatis co-
infection in sexually active young women aged 13-24 years; evaluating the 
epidemiological aspects in relation to novel preventive strategies (for example 
the opportunity to set C. trachomatis screening programme). 
 
Materials and methods 
1,557 cervical brush samples were collected from 1,557 women between January 
2009 and December 2011. In particular: 

- 688 were collected from women aged 25-64 years (median age 36 years);  
- 563 from sexually active females aged 13-24 years (median age 19 years); 
- 306 from sexually active young women (median age 19 years, range: 19-21 

years) vaccinated with a tetravalent HPV vaccine. These samples were 
collected one year after the end of the vaccination schedule. 

All samples were analyzed to identify the presence of HPV infection and 
genotypes using molecular methods. HPV-16 and HPV-18 positive samples were 
analyzed through phylogenetic methods in their L1 gene coding for the major 
capsid protein to characterize the potential vaccine escape mutants and in the 
LCR to investigate the circulation of geographical variants. 
Samples collected from adolescents/young women aged 13-24 years were analyzed to 
determine the presence of C. trachomatis by molecular methods. All C. 
trachomatis positive samples were phylogenetically analyzed in the ompA gene 
(coding for the major membrane protein MOMP) to evaluate the circulating 
serovars. 
 
Results 
The prevalence of HPV infection in sexually active women aged 13-64 years was 
16.5%. In details, among adolescent/young women aged 13-24 years the prevalence 
was 22.7%, whereas in women aged 25-64 was 11.3%. According to several 
epidemiological studies, our data show a decrease in prevalence with increasing 
age of women (26% in 19-24-year old, 18.5% in 25-34-year old, 6.9% in the 35-44 
years old and 4.9% in the 45-64 years old). 
Over 86% (among women aged 25-64 years) and 64%(among women aged 13-24 years) of 
the detected infections were attributable to HR genotypes. The type-specific 
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prevalence showed HPV-16 as the predominant type, being 22.7% among HPV-positive 
women aged 25-64 years and 20% among those aged 13-24 years. 
The prevalence of HPV infections observed in young women vaccinated with 
tetravalent HPV vaccine was 17.3%, significantly lower (p<0.05) than that (26%) 
observed in age-matched unvaccinated population. It is noteworthy that, though 
the occurrence of infections decreased in vaccinated women, the number of HPV-
genotypes involved in such infections remained constant; most of these 
infections were sustained by HR-clade genotypes. 
 
Virological surveillance is necessary to capture potential changes in 
circulating viruses and the potential emergence of escape mutants, which may 
affect the vaccine efficacy. Thus, the phylogenetic analysis of the two 
prevalent oncogenic HPV (HPV-16 and HPV-18) identified the spread of European 
variants in analyzed samples. Only two HPV-16 sequences belonged to Asian-
American lineage. 
To understand the circulation of potential escape mutants, characterization of 
the L1 protein showed 11 amino acid mutations in HPV-16 and 7 in HPV-18. Of 
these mutations 27.3% and 42.9%, respectively, fell into L1 epitopes. 
Nevertheless, analysis of selective pressures showed that these sequences were 
under strong purifying selection.  
 
The prevalence of C. trachomatis infections in adolescent/young women aged 13-24 
years was 5.7%. The phylogenetic analysis of C. trachomatis positive samples 
demonstrated 7 different serovars (D, E, F, G, H, J, and K). The prevalent 
serovars were the E and F - 38.1% and 23.8%, respectively. It has been 
demonstrated that serovars E and F have a biological advantage over the other 
serovars thanks to both their ability to escape the host immune response and the 
presence of specific virulence factors, which can facilitate the transmission 
and infectious processes. 
 
Three percent of adolescent/young women had C. trachomatis/HPV co-infection. The 
prevalence of C. trachomatis infection was higher among HPV-DNA positive women 
than among HPV-negative ones (13.2% vs. 3.4%, p<0.001), thus suggesting that 
persons with an ongoing STI are more likely to acquire other STIs. 
 
Conclusion 
The results of this research project provide new information on the spread of 
HPV and Chlamydia trachomatis infections in women aged 13-64.  
In the HPV vaccination era, epidemiological studies and virological surveillance 
of HPV infections in the general population can improve the understanding of the 
natural history and dynamics of the HPV infection, can shed lights on how the 
vaccines affect the incidence of HPV-infection and can point out whether current 
vaccines can confer cross-protection against other viral types.    
The HPV/Chlamydia trachomatis co-infections observed in adolescent/young women 
emphasize the greater vulnerability of this cohort with risky sexual behaviors.  
These results suggest that the introduction of a screening program for Chlamydia 
trachomatis in Italy should be considered to better understand the spread of 
this infection and to early treat the subjects. 
 
 
 


