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Pap test: il ruolo del

pap test
nel futuro dello
screening cervice

Laura Ardighieri
Anatomia patologica ASST Spedali Civili di Brescia



Breve storia Pap-test

Ruolo del Pap-test nello
screening con HPV primario




Georgios Papanicolaou
(Kymi, 13 maggio 1883 —New Jersey, 19 febbraio 1962)

NEW CANCER DIAGNOSIS

Dr. George N. Papanicolaou
Cornell University Medical College

Paper by Pap in 1928 Battle Creek, Mich. USA

DIAGNOSIS OF UTERINE CANCER
BY THE VAGINAL SMEAR

GEORGE N. PAPANICOLAOU, M.D., Ph.D.
Dopartmoni of Amatomy, Cormell Umeverriy Madacel Collsge

AND

HERBERT F. TRAUT, M.D.

Dopartmant of Obstetrics and Gymacology, Cormell
Umeversity Medical Collage ond the New York Horpitd

Monographed by Pap and Traut in 1943
(From Dr. B. Naylor)



Georgios Papanicolaou

» tecnica per prelevare le
cellule cervicali

» tecnica di colorazione
cellulare

» criterl per riconoscimento
delle alterazioni cellulari

» training patologi e citologi

» 1954 pubblicazione Atlas
of Exfoliative Cytology

From papanicolau monograph 1954
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Impatto dello screening cervico vaginale

AGE-ADJUSTED DEATH RATE PER 100,000 {cervical and uterine cancer)

| | | | | |
1845: American Cancer Society promotes the test as part of its campaign, “Every Doctor’s (ffice a Cancer Detection Center” -
I I I I
| 1954: Dr. Papanicotaou publizhes his extensive treatise, The Aths of Exibliative Cytology,
which specifies the criteria for cancer,

4862 Or. Papanicolaou diss.

— “Diagnostiovae
of vaginal smears
— Incartinomacf e T W 2000: Food and Drug Adriristration

UtErLs” n e approves HPY DA test
__ Amertan Journa I J I

of Obstetrics and

1830 1840 1650 1860

GOURCE: AMERICAN CAKCER BOCIETY, CENTERS FOR DISERSE CONTROL AND FREVENTION




Bassa
riproducibilita

Falsi
POsitivi
per HCIN

negativi

Circa i1 20 % delle
lesioni preneoplastiche
(CIN2-3) non e rilevato



Crisi del Pap Test fine anni ‘80 negli USA

Koss LG, JAMA (The Journal of the American Medical

Association) 1989
The Papanicolaou test for cervical cancer detection.

A triumph and a tragedy.

“Although this cancer detection system has been shown to be effective in
reducing the rate of morbidity and mortality from invasive cervical cancer in
appropriately screened populations, there is no evidence that the
Papanicolaou test has succeeded anywhere in complete eradication of this
theoretically preventable disease. It is important to inform the public about
the potential failures of the system and the reasons for them”



Successivi miglioramenti screening cervico-
vaginale

SISTEMA DI REFERTAZIONE PAP-TEST
BETHESDA

CITOLOGIA IN STRATO SOTTILE O
IN FASE LIQUIDA

* ThinPrep® (Hologic, 1996)
e SurePath™ (Becton Dickinson, 1999)




Citologia In fase liguida (metodiche FDA approved)

SurePath

Liquid-based Pap test Alternate Broom Method

Prepare supplies

Take Sarmpling with | E T
\ ' : ! Pursh %10 |
I I : plastic fronded broom ks BoBom i
] i 1 a8

'_-n.-Jl-:-j.h'l . ia T T} I el
B e d b =3

Brush/Spatula Method (Preferred] : [

Take sampling using A

Ayletiury patuls S——y

9 e

L

Secure
vial cap
and Libel

Akl eposed

Take sampling with _ Raotate only

e e S = push against DISPERSION CELL COLLECTION  CELL TRANSFER

S vial wall




striscio convenzionale citologia in fase liguida
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The Impact of Liquid-Based Cytology In
Decreasing the Incidence of Cervical Cancer
Gibb RK, Rev Obstet Gynecol 2011

The CAP Laboratory Survey: Median Reporting Rates (50th Percentile) for
Conventional Papanicolaou (Pap), SurePath Pap, and ThinPrep Pap
Cytologic Preparations Across the Major Clinical Cytologic Categories

Conventional | SurePath Pap ThinPrep

ASC-US

LSIL

HSIL

UNSATS




Citologia In strato sottile: vantaggi vs svantaggl

vVantaggl
» Piu efficace nell’identificare le -
lesioni squamose e ghiandolari svantaggi
» Lettura piu facile » Aumento dei costi
strato sottile: riduzione muco, elementi :
infiammatori: eliminazione artefatti da » Impatto ambientale

stress meccanico

» Riduzione del tempi di lettura
» Standardizzazione

» Riduzione inadeguati

» Possibilita di lettura
automatizzata

» Possibilita di eseguire test ancillari



Screening per Il carcinoma della cervice .
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PREMESSE DEL NUOVO SCENARIO: RUOLO HPV

Harald Zur Hausen

HPV - human papilloma virus

HPV has a circular, double stranded DMA,
protected by capsid proteins.

More than 100 HPV-types are known. )

HPV16 and 18 cause 70% of all cervix - N Probe for

cancers. S + HPY DNA
VsEa 8 - Patient DNA

Capsid .-

protain

Harald zur Hausen found
HPVY DNA in patient DNA (+).

" Infection
by HPY
~80% heal HPY DNA integrated

= within two yvears into turnour cell DNA
Viral , e
replication , % ’ ( v
Infection by HPV

HPV infects epithelial cells in L LA L7 1090 years |
the cervical mucosa. HPYV DNA 1.5 LA AL : . A T —

integrates into the cellular i mrm -
genome when causing cancer.

Infected = /) HPV in epithelial Invasive
basal cell Y cancer |

@ The Nobel Committes for Physiology or Medicine 2008  lllustration: Annika Rohl



PREMESSE DEL NUOVO SCENARIO: RUOLO HPV

—infezione persistente con HPV oncogeni e la condizione necessaria per
I’evoluzione a carcinoma

->DNA virale e rintracciabile in tutte le fasi della malattia

12 tipi di HPV ad alto rischio causano virtualmente tutti i casi di cancro

Epitelio Infezione da CINI CIN II CIN IlI Carcinoma
normale o HPV

288 aononsolororons

0000000 000

sheiuntoes

R i d &



Relazione HPV e lesioni
displastiche/neoplastiche cervicali

VACCINAZIONE CONTRO NUOVE METODOLOGIE
HPV DIAGNOSTICHE
PER LO SCRRENING




Relazione HPV e lesioni
displastiche/neoplastiche cervicali

VACCINAZIONE CONTRO
HPV




NUOVE METODOLOGIE
DIAGNOSTICHE

N

COTESTING SCREENING CON HPV
TEST HPV + CITOLOGIA PRIMARIO




NUOVE METODOLOGIE
DIAGNOSTICHE

.

COTESTING
TEST HPV + CITOLOGIA




Screening con Test HPV-hr
primario, razionale:

z Test riproducibile

= Molto sensibile per individuare le CIN (> 98%)

sensibilita maggiore: HPV DNA test positivo rivela fino al 40-60 % di
lesioni in piu rispetto al Pap test

= Alto valore predittivo negativo per CIN (VPN >99%)

Valore Predittivo Negativo maggiore : HPV DNA test negativo
esclude con maggiore certezza una lesione in atto rispetto al Pap
test negativo

Bulkmans N et al. Human papillomavirus DNA testing for the detection of cervical intraepithelial neoplasia grade 3 and
cancer: 5-year follow-up of a randomised controlled implementation trial. Lancet 2007
Naucler P et al. Human papillomavirus and Papanicolaou tests to screen for cervical cancer. N Engl J Med 2007



HTA 2012 Ministero Salute :

I rapporto di Health Tecnology Assessment (HTA) Itallano del 2012 "Ricerca del DNA di Papllloma
Wirus umano (HPV) come tast primarlo per lo screening del precursorl del cancro del collo utering™
(1) consldera raccomandablle Il test HPY per lo screening primarlc, a condizlone che vengano ap-
plicat]l protocolll appropriatl.

In particolare:

* |oscreening basato sul test HPV|non deve Inlziare prima del 20-35 annl;|al di sotto di tale fascla

donne HPY positive.

EPIDEMIOLOGIA & -
& PREVENZIONE

Rivista dell’Associazione italiana di epidemiologia

[ 4 ‘ ’ _ T ../:.
- HTA REPORT

HEALTH TECHNOLOGY ASSESSMENT

HPV DNA BASED PRIMARY SCREENING .

FOR CERVICAL CANCER PRECURSORS Blinferenze




Confronto tra precedente e futuro programma di screenin

PAP HPV test ogni 5 anni

ogni 3 anni ﬂ [I» ﬂ ﬂ Muova Prograrmima
44 4 -
28 | 28| 31

i

Fegionale: 10 round

PAP ogni 3 anni
Screening tradizionale:
14 round




Perché 5 anni?
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- = = HPV-
===~ Cytology-/HPV-

S
o
=
—
a
+
()
z
O
ek
o
@
It
=
=
=
o
E

Dillner J. BMJ 2008 Time since intake testing (months)




ALGORITMO SCREENING DONNE 25 - 34 ANNI




ALGORITMO SCREENING DONNE > 34 ANNI

HPV-DNA
Test
~
o —

Pap test
I

inadeguato

\ HPV test dopo 1 anno

Indagini di

approfondimento: /
COLPOSCOPIA




Screening con Test HPV
primario, LIMITI:

&z < specificita rispetto al Pap-test, soprattutto in
donne giovani

= HPV DNA test e positivo anche nelle donne con
iInfezioni virali latenti e che hanno lesioni che
potrebbero regredire spontaneamente =

Lesioni Tumore

Portatrici sane o - :
con pretumorali maligno

Forme transitorie



Pap-test come Citologia di Triage l

+*Viene letto esclusivamente
dopo un test HPV-hr + (test piu sensibile)

‘*Viene utilizzato come filtro tra test HPV-hr e colposcopia
—ha il compito di riportare la specificita del test
molecolare a valori accettabili



* Regione
Lombardia

» ASST DEGLI SPEDALI CIVILI DI BRESCIA Laboratori di Microbiologia e di
Anatomia Patologica

» HOLOGIC ITALIAS Srl: fornitura di sistemi di prelievo, conservazione e
trasporto di campioni cervicovaginall per |la determinazione di HPV-
DNA, di vetrini per citologia e di un sistema completo per I’allestimento
dei campioni (ARCA 2017 _115)



Gestione del prelievo nel nuovo scenario

PRELIEVO UNICO



L'importanza del prelievo

eseguito secondo
LINEE GUIDA

Raccomandazioni GISCI prelievo
(rapporto aggiornamento N 2, dicembre 2016)

eseguito secondo
Istruzioni riportate nel
dispostivo

guida rapida e/o video ThinPrep Pap Test

INDICAZIONI

PER IL PRELIEVO
CITOLOGICO NELLO
SCREENING PER

P g chol Corvi o

IL CARCINOMA
CERVICALE

@isdi




Modalita esecuzione prelievo

A ke | -
T

3 =i A vl i
A A i 1 -
i o ._‘._ZI:I_JI." g e e
N L e e 115 e R

l

Thi ) : R R 5
[hinPrep ThinPrep® = ThinPrep®



» Non vanno utilizzati gel lubrificanti prima del prelievo del campione
cervicale

» Per lubrificare lo speculum puo essere utilizzata dell’acqua

» E’importante ottenere un campione non oscurato da sangue, muco o
essudato inflammatorio

» Rimuovere I’eccesso di muco o altre secrezioni utilizzando una pinza
portabatuffoli ed un tampone di garza

» La cervice non va trattata con soluzione salina
» Effettuare il prelievo prima dell’eventuale applicazione di acido acetico

» Strumenti corretti (spatula, cytobrush, cervexbrush)
» Rotazione spatola
» risciacquo



Citologia di Triage

LA CITOLOGIA DI TRIAGE
NEI PROGRAMMI DI SCREENING

CON HPV COME TEST PRIMARIO

« Refertazione

= Cambia la frequenza di anormalita
(ma non cambiano | guadri morfologici)
&« Aspetti del nuovo contesto



The Bethesda System

Bethesda 2014 for Reporting

Cervical Cytology

|

Definitions, Criteria,

Pl'e“eVO LeSIOne’) and Explanatory Notes

) ADEGUATO i NEGATIVO Ritu Nayar
- INADEGUATO - POSITVO David €. Wilbur

Editors

@ Springer

Anormale: cellule squamose Anormale : cellule ghiandolari
v’ ASC-US v AGC NOS

v ASC-H v AGC probabile neoplasia

v  LSIL v Adenocarcinoma in situ (AlS)

v" HSIL v' Adenocarcinoma infiltrante
v' Cellule Tumorali Maligne




Aspetti del nuovo contesto: esperienze italiane: tasso
di positivita al test-HPV e al Pap-test

Tasso Tasso Tasso invio

Programma screening HPV positivita positivita In
al’HPV pap-test colposcopia

ABRUZZO 2010

ABRUZZO 2011

Roma G 1° Round

Roma G 2° Round

VALCAMONICA 2010

VALCAMONICA 2011

VENETO

10.44%

10.04%

5.6%

8.4%

8.76%

9.34%

6.6%

45,24%

43.11%

33%

20%

47.45%

44.75%

41.9%

4.73%

4.33%

1.8%

2.8%

4.6%

5.01%

2.7%

MEDIE

Positivita HPV: 8.45%
Positivita pap-test: 39.35%
Invio colposcopia: 3,71%




B om0
O cenmro
B supeisoLe

% di donne 35-64 POSITIVE al Test HPV

Carozzi, Convegno GISCI 2017
Positivita al test HPV, donne invitate

Media = 6.3%
Min: 4%
Max: 12,4%

71%

6,6%
58% 60% 60%

5.6%
500 31%

4,6% 4,7% 48% 4,8%




Frequenza di anormalita al Pap-test

Ascus + su HPV+
(coorte 2013, Carozzi, GISCI 2017)

B roro

|:| CENTRO

. SUD e ISOLE

37,7%38,1%39’ “ Med|a = 34,7%

3,1% Min: 13.7%

29,7% 30,5%

' 5% g Max: 65.8%
24,9% 25,2% ) )
23,1%
21,2%
, 18,4%
15,8%
13,7%
0.0% I
0,0% ,_ , ,_ _ _ _

» & A () & 5
419’ & Q\QS” @o“& 5 \?Qg,c’ ¥ ¢ &
Y




Aspetti del nuovo contesto: negativi

~ Test di filtro: specificita e modello dicotomico
POSITIVO vs NEGATIVO

Negativi: casi con alterazioni cellulari insufficienti per
segnalare la possibilita di una vera lesione

NB: una valutazione negativa del Pap-test non
rmanda la donna al normale livello di screening,
bensi’ a un controllo a 1 anno con test HPV



Aspetti del nuovo contesto (1) l

The Tahoe Study

Bias in the Interpretation of Papanicolaou Test Results
When Human Papillomavirus Status Is Known

Ann T. Moriarty, MD; Ritu Nayar, MD; Terry Arnold, CT{ASCP); Lisa Gearries, CT{ASCP); Andrew Renshaw, MD;
Nicole Thomas, MPH., CT{ASCP): Rhona Souers, MS

Table 2. General Category Response With Knowledge of the HPV Status (Biased)
and Without Knowledge of the HPV Status (Unbiased) (P < .001)

Variable | Total

Chservers know positive HPV status 131 (31.3)
OChbservers do not know the HPV status 181 (43.1)

Abbreviations: ECA, epithelial cell abnormality; HPV, human papillomavirus; NILM, negative folf intraepithelial lesion pr malignancy.



Aspetti del nuovo contesto: inadeguati l

» Limitare il numero di inadeguati perché vanno inviati

4

direttamente Iin colposcopia

eccessivo Invio In
colposcopia = falimento
del ruolo

inadeguato

di Triage del pap-test




Aspetti del nuovo contesto

» Necessaria una rimodulazione delle categorie
diagnostiche, in particolare:

- Inadeguati
- ASCUS
LS|



Aspetti del nuovo contesto: ASCUS

# La categoria ASCUS non deve essere eliminata ma
imitata al massimo classificando nel modo piu netto
possibile | relativi guadri morfologici




Aspetti del nuovo contesto: LSIL

LSIL: ’interpretazione di LSIL deve essere basata su
rigorosi criteri morfologici per evitare una
sovradiagnosi ed inutili controlli




Aspetti del nuovo contesto: altre
categorie diagnhostiche

» hon € necessaria una diversa utilizzazione dei criteri
morfologici per le altre categorie (HSIL, ASC-H, AGC)

= casuall reperti di AGC di origine endometriale (non
legati all’infezione da HPV-hr)



Esperienze italiane: distribuzione diagnhosi

Regione ASCUS LSIL HSIL ASC-H AGC

ABRUZZO 2010 0.18% 81.66% 15.74% 1.43% 0.98%

ABRUZZO 2011 4.78% 81.98% 10.59% 2.39% 0.26%

VALCAMONICA 2010 31.48% 56.68% 5.92% 4.44% 1.48%

VALCAMONICA 2010 26.9% 54.14% 11.38% 5.86% 1.72%

VENETO 20.1% 61.1% 7.1% 3.5% 1%

MEDIA 16.7% 67.1% 10.1% 3.5% 1.1%

MAX-MIN 02-315% 541-82% 59-157% 1.4-58% 0.26-1.7%




Matucci, GISCI 2017, dati Survey HPV primario

% di donne con citologia ASCUS+ tra le HPV positive tutte le eta donne invitate nel 2014

O AGC

W ASC-US
O ASC-H
OLSL

B HSIL
OcTM




Controllo di gualita: monitoraggio
statistico

Monitoraggio dei casi positivi (= invio al secondo livello)
Distribuzione delle varie categorie diagnostiche

Valore predittivo positivo (VPP) delle diagnosi ASC-US+
Monitoraggio inadeguati

Valutazione Falsi negativi



Controllo di gualita: falsi negativi

Errore di prelievo: mancanza di desquamazione di cellule patognomoniche della lesione o
al’inadeguatezza del prelievo

Errore di screening: legato all’errore di attenzione proprio della citologia di screening

Errore di interpretazione

‘ Monitoraggio con:

CdQ retrospettivo: revisione di casi falsi negativi CIN 2+ individuati nei follow-up
colposcopici ripetuti dopo un anno per HPV persistente




Aspetti del nuovo contesto:
controllo di qualita

Controllo interno

Monitoraggio statistico
Predittivita classi diagnostiche
Peer review

Revisione falsi negativi
Rescreening rapido negativi

Controllo esterno

Peer review

Controllo interno

Monitoraggio statistico
Predittivita classi diagnostiche
Peer review

Rilettura rapida di tutto il vetrino
anche con I'ausilio di sistemi
computer-assistiti

Revisione falsi negativi

Controllo esterno
Peer review

Lettura set di immagini digitali/set
operativi

RACCOMANDAZIONI
SUL TEST HR-HPV
COME TEST

DI 5CREENING
PRIMARIO E
RIVISITHZIONE DEL
RUOLO DEL PAP TEST




In conclusione, citologia di triage: l

» Riportare |la specificita dello screening a livelli
accettablli

» Necessita di un modello dicotomico che distingua
| casl positivi dal casi hegativi
» Refertazione sec. Sistema Bethesda

» Non sono necessarie nuove categorie
diagnostiche ma una modulazione delle esistent

(ASCUS, LSIL ed INADEGUATI)

» Necessita di continui controlli inter ed
intralaboratorio per garantire qualita del sistema



Tecnici citolettori
Barbara Bergamaschi
Massimo Bonardi
Daniela Botticini
Stefania Ferrari
Chiara Franceschelli
Maura Gattamelata
Arianna Pedretti
Irene Scarabelli
Emanuela Serina
Anna Maria Tonoli

TEAM CITOLOGICO ANATOMIA
PATOLOGICA SPEDALI CIVILI

Dott.ssa Adriana Cornacchiari
Dott. Calogero Manera
Dott. Andrea Tironi

Dott.ssa Carla Baronchelli
Prof. Fabio Facchetti



	Diapositiva numero 1
	Diapositiva numero 2
	Diapositiva numero 3
	Georgios Papanicolaou
	Screening per il carcinoma della cervice
	Impatto dello screening cervico vaginale
	Diapositiva numero 7
	Crisi del Pap Test fine anni ‘80 negli USA
	Successivi miglioramenti screening cervico-vaginale
	Citologia in fase liquida (metodiche FDA approved)
	Diapositiva numero 11
	Diapositiva numero 12
	Citologia in strato sottile: vantaggi vs svantaggi
	Screening per il carcinoma della cervice
	PREMESSE DEL NUOVO SCENARIO: RUOLO HPV
	PREMESSE DEL NUOVO SCENARIO: RUOLO HPV
	Relazione HPV e lesioni displastiche/neoplastiche cervicali
	Relazione HPV e lesioni displastiche/neoplastiche cervicali
	NUOVE METODOLOGIE DIAGNOSTICHE
	NUOVE METODOLOGIE DIAGNOSTICHE
	Screening con Test HPV–hr primario, razionale:
	HTA 2012 Ministero Salute :
	Diapositiva numero 23
	Perché 5 anni?
	Diapositiva numero 25
	Diapositiva numero 26
	Screening con Test HPV primario, LIMITI:
	Pap-test come Citologia di Triage
	Diapositiva numero 29
	Gestione del prelievo nel nuovo scenario�
	L’importanza del prelievo
	Modalità esecuzione prelievo
	Diapositiva numero 33
	Citologia di Triage
	Bethesda 2014
	Aspetti del nuovo contesto: esperienze italiane: tasso di positività al test-HPV e al Pap-test
	Diapositiva numero 37
	Ascus + su HPV+ �(coorte 2013, Carozzi, GISCI 2017)
	Aspetti del nuovo contesto: negativi
	Aspetti del nuovo contesto (1)
	Aspetti del nuovo contesto: inadeguati
	Aspetti del nuovo contesto
	Aspetti del nuovo contesto: ASCUS 
	Aspetti del nuovo contesto: LSIL
	Aspetti del nuovo contesto: altre categorie diagnostiche
	Esperienze italiane: distribuzione diagnosi
	Matucci, GISCI 2017, dati Survey HPV primario
	Controllo di qualità: monitoraggio statistico
	Controllo di qualità: falsi negativi
	Aspetti del nuovo contesto: �controllo di qualità
	In conclusione, citologia di triage: 
	Diapositiva numero 52

