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InfezioniInfezioni CasiCasi/anno/anno

TrichomonasTrichomonas 248248 milionimilioni

ChlamydiaChlamydia 102  102  milionimilioni

GonococcoGonococco 87  87  milionimilioni

SifilideSifilide 10  10  milionimilioni

IST IST curabilicurabili::
448 448 milionimilioni didi nuovinuovi casicasi allall’’annoanno

(O.M.S. (O.M.S. -- 2005)2005) ��

HSVHSV 26  26  milionimilioni



Chlamydia and Gonorrhea
Age- and sex-specific rates: 

United States, 2008

Source: CDC/NCHSTP 2008 STD Surveillance Report 

MenMen Rate (per 100,000 population)Rate (per 100,000 population) �� WomenWomen

AgeAge35003500 28002800 21002100 14001400 700700 00 00 700700 14001400 21002100 28002800 35003500

13.913.9 129.9129.91010--1414
701.6701.6 3275.83275.81515--1919

1056.11056.1 3179.93179.92020--2424
565.9565.9 1240.61240.62525--2929

271.7271.7 498.9498.93030--3434
140.8140.8 205.6205.63535--3939
78.378.3 85.885.84040--4444
34.434.4 30.930.94545--5454
10.410.4 8.48.45555--6464
2.72.7 2.12.165+65+

211.7211.7 585.6585.6TotalTotal

MenMen Rate (per 100,000 population)Rate (per 100,000 population) �� WomenWomen

AgeAge750750 600600 450450 300300 150150 00 00 150150 300300 450450 600600 750750

5.85.8 31.031.01010--1414
278.3278.3 636.8636.81515--1919

433.6433.6 608.6608.62020--2424
269.9269.9 269.4269.42525--2929

163.3163.3 119.0119.03030--3434
99.699.6 55.255.23535--3939
71.771.7 28.928.94040--4444
40.140.1 11.211.24545--5454
14.014.0 2.52.55555--6464
3.53.5 0.50.565+65+

103.3103.3 119.7119.7TotalTotal
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Trend delle infezioni da Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia 
trachomatis

STI sentinel surveillance network 2000-2004
Eurosurveillance 2006



Evidence of the Impact of Selected 
Infectious Agents on Reproductive Sequelae

Baecher-Lind, 2009
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L’infezione colpisce prevalentemente le giovani donne
di età inferiore ai 25 anni ed i sintomi sono
generalmente lievi, aspecifici o addirittura inesistenti: 
il

delle infezioni decorre in modo asintomatico, 
comportando, sovente, una sottostima della diffusione
dell’infezione e quindi una maggiore facilità della
trasmissione.

Van Bergen 2006 ;  Manavi 2006

Chlamydia trachomatis



PID

De Barberyrac, 2007
Honey, 2002

Kobayashi, 2006

Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae



Chlamydia t. e Neisseria g. – Nell’uomo

C.tC.t. . èè responsabileresponsabile didi circa circa ilil 50% 50% delledelle uretritiuretriti
non non specifichespecifiche (non (non gonococcichegonococciche e post e post 
gonococcichegonococciche). ). 

LL’’uretriteuretrite acutaacuta, simile a , simile a quellaquella gonococcicagonococcica, , èè
rararara..

Florian, 2006

Sintomi C.t. G.n.

Disuria ± ++

Bruciori
minzionali

+ +++

Dolore
uretrale

± ++

Secrezioni
+ 

chiare e 
vischiose

+++ 
purulente

Eritema del 
meato
urinario

± ++

Foto I. Dal Conte

Foto M. Cusini



Ozgul, 2006 

Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae – In entrambi i sessi



Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis –– TecnicheTecniche diagnostichediagnostiche



•• NecessitNecessitàà didi diagnosticarediagnosticare
le le infezioniinfezioni asintomaticheasintomatiche

soprattuttosoprattutto nellenelle popolazionipopolazioni
pipiùù giovanigiovani

••Il Il ricorsoricorso ad ad unauna visitavisita
specialisticaspecialistica e e ll’’esecuzioneesecuzione
didi prelieviprelievi ““invasiviinvasivi”” sonosono

pocopoco accettatiaccettati



NecessitNecessitàà didi tecnichetecniche diagnostichediagnostiche

��Non invasiveNon invasive

��Ad Ad elevataelevata sensibilitsensibilitàà e e 
specificitspecificitàà

��Di facile Di facile esecuzioneesecuzione

��A A costicosti contenuticontenuti

DiagnosiDiagnosi



StrategieStrategie diagnostichediagnostiche nellnell’’infezioneinfezione dada
Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis

((DaDa HamdadHamdad e coll. 2004, mod.)e coll. 2004, mod.) ��

InfezioniInfezioni del del 
basso basso apparatoapparato

genitalegenitale

ScreeningScreening InfezioniInfezioni delldell’’apparatoapparato
genitalegenitale altoalto

EndocerviceEndocervice, , 
uretrauretra

EndocerviceEndocervice 11°° gettogetto
urineurine

Vagina, Vagina, 
vulvavulva

EndocerviceEndocervice BiopsiaBiopsia
tubaricatubarica

ColturaColtura
cellularecellulare

++++++ ++ -- -- +/+/-- --

IFDIFD ++++++ ++ -- -- -- --

EIAEIA ++++ ++ -- -- -- --

IbridazionIbridazion
ee

++++ ++ -- -- -- --

NAATsNAATs ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ ++++++
+++: molto sensibile, ++: sensibile, +:media sensibilità, +/-:poco sensibile, -:non indicato





Results
Chlamydia prevalence in the sampled population was 11.1%. 
Sensitivities of vaginal, urine, and cervical AC2 were 97.2%, 91.7%, 
and 91.7%, respectively. The sensitivity of the DNA probe was 
derived from the literature and estimated at 68.8%. The self-
obtained vaginal AC2 strategy was the least expensive and the most 
cost-effective, preventing 17 more cases of pelvic inflammatory 
disease than the next least expensive strategy.

Conclusions
Use of a vaginal swab to detect Chlamydia in this STD clinic 
population was cost-saving and cost-effective.



In conclusion, vaginal sampling for detecting C. trachomatis infection 
in women is a reliable and convenient method. The present study 

showed selfself--collected vaginal sampling to be ascollected vaginal sampling to be as sensitive sensitive 
a method as cliniciana method as clinician--collected collected endocervicalendocervical samplingsampling and 
combined FCU/vaginal sampling. The combination of vaginal specimens 
and FCU did not add any further advantage.



ABBANDONARE I TEST CON 
SCARSE PERFORMANCE

� Test EIA sensibilità 85% (PERDONO TROPPI POSITIVI !!!) 
e specificità 97% (DANNO TROPPI FALSI POSITIVI !!!) 

� L’isolamento colturale è tecnicamente complesso, costoso, 
con una specificità circa 100% e  sensibilità relativamente
bassa (60-90%): forse a torto viene ancora considerato il
gold standard nelle problematiche medico-legali (abusi
sessuali).

In generale la coltura, i test EIA  e i test in IF non 
rilevano dal 20 al 30% delle infezioni e sono scoraggiati

dalla recenti LG (SIGN 2009) 



Il Il loroloro limitatolimitato utilizzoutilizzo dovutodovuto al al 
costocosto elevatoelevato,  ,  allaalla complessitcomplessitàà eded aiai
problemiproblemi didi contaminazionecontaminazione èè statostato
risoltorisolto con la con la standardizzazionestandardizzazione e e 
ll’’introduzioneintroduzione in in commerciocommercio didi test test daldal
costocosto contenutocontenuto, , notevolmentenotevolmente
semplificatisemplificati e e automatizzatiautomatizzati..

A A costicosti contenuticontenuti e e didi facile facile esecuzioneesecuzione

NAAtsNAAts



NAAT e CHLAMYDIA

�L’introduzione dei test di amplificazione degli acidi
nucleici (NAATs = PCR, SDA, Ibridazione) per lo 
screening di C. trachomatis ha migliorato
notevolmente l’identificazione delle infezioni
asintomatiche, che sono frequenti (70-80%). 

I test NAATs (PCR sensibilità almeno 98%, specificità
circa 100%) offrono pertanto sostanziali benefici e sono

raccomandati da recenti LG (SIGN 2009) 



Pooling Pooling didi urine 1urine 1°°°°°°°° gettogetto o o didi tamponitamponi
cervicocervico--vaginali/uretralivaginali/uretrali
((dada 4 a 10 4 a 10 campionicampioni)) ��

��RiduzioneRiduzione costicosti daldal 50 al 63 % per pool 50 al 63 % per pool didi 44--5 5 
e del 30e del 30--50% per pool 50% per pool didi 88--10 10 

��RiduzioneRiduzione tempo tempo tecnicitecnici daldal 50 al 60%50 al 60%
��SensibilitSensibilitàà 9696--99%99%

Currie M.J. : J Currie M.J. : J ClinClin MicrobiolMicrobiol 20042004
Shipitsyna E.:Acta Derm Venereol. 2007



Hadgu: Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2008
Bébéar: Clin Microb Infect 2009

Tecniche ad elevata sensibilità e specificità

Le Le tecnichetecniche didi amplificazioneamplificazione deglidegli acidiacidi nucleicinucleici rappresentanorappresentano ilil
““GOLD STANDARDGOLD STANDARD”” per la per la diagnosidiagnosi delledelle infezioniinfezioni dada Chlamydia Chlamydia 
trachomatistrachomatis

LL’’usouso didi metodimetodi non non amplificatiamplificati, , soprattuttosoprattutto nellonello screening screening didi
popolazionipopolazioni a a mediomedio--basso basso rischiorischio o o asintomaticheasintomatiche, , sisi traduce in traduce in unauna
diminuzionediminuzione delladella prevalenzaprevalenza delldell’’infezioneinfezione ((finofino al 30al 30--40%)40%) ��



Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis: : diagnosidiagnosi microbiologicamicrobiologica



��presentanopresentano sensibilitsensibilitàà, , specificitspecificitàà e e 
riproducibilitriproducibilitàà pipiùù elevate elevate rispettorispetto allaalla PCR PCR 
tradizionaletradizionale

�� non non richiedonorichiedono manipolazionimanipolazioni postpost--
amplificazioneamplificazione con con conseguenteconseguente diminuzionediminuzione
deidei tempi e tempi e deidei rischirischi didi contaminazionecontaminazione
ambientaleambientale

�� rappresentanorappresentano unouno strumentostrumento preziosoprezioso per per 
miglioraremigliorare la la diagnosticadiagnostica e e fornirefornire al al clinicoclinico
risultatirisultati attendibiliattendibili e in tempi e in tempi utiliutili

�� costituisconocostituiscono un un validovalido contributocontributo al al 
monitoraggiomonitoraggio delladella terapiaterapia antibioticaantibiotica..

Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis:: PCR real timePCR real time
Recentemente introdotte, le tecniche di PCR real time 
permettono di quantificare il prodotto dell’amplificazione: 
l’aumento di un segnale di emissione fluorescente è direttamente
proporzionale alla quantità di amplificato prodotto







ConclusioniConclusioni 11
�� La La diagnosidiagnosi precoceprecoce delledelle infezioniinfezioni dada Chlamydia Chlamydia 
trachomatistrachomatis èè un un approccioapproccio indispensabileindispensabile per  per  
prevenireprevenire la la diffusionediffusione delldell’’infezioneinfezione e le sue e le sue 
complicanzecomplicanze..

�� LL’’etetàà inferioreinferiore aiai 25 25 annianni e e ilil sessosesso femminilefemminile
rappresentanorappresentano i i maggiorimaggiori fattorifattori didi rischiorischio. Si . Si stimastima
cheche oltreoltre ilil 70% 70% delledelle infezioniinfezioni sianosiano diagnosticatediagnosticate in in 
donnedonne dd’’etetàà compresacompresa tratra i 15 e i 24 i 15 e i 24 annianni, , mentrementre
neglinegli uominiuomini la la maggioremaggiore prevalenzaprevalenza èè segnalatasegnalata tratra i i 
20 20 eded i 29 i 29 annianni (CDC).(CDC).

�� SonoSono auspicabiliauspicabili programmiprogrammi didi screening screening cheche, , 
utilizzandoutilizzando come come criteriocriterio didi selezioneselezione la la giovanegiovane etetàà
in in combinazionecombinazione o o menomeno con con altrialtri fattorifattori didi rischiorischio
potrebberopotrebbero diagnosticarediagnosticare la la maggiormaggior parte parte delledelle
infezioniinfezioni..



�� NegliNegli ultimiultimi annianni ll’’introduzioneintroduzione didi tecnichetecniche
diagnostichediagnostiche basatebasate sullsull’’amplificazioneamplificazione deglidegli acidiacidi
nucleicinucleici ((NAATsNAATs) ha ) ha permessopermesso didi utilizzareutilizzare, per la , per la 
diagnosidiagnosi delledelle infezioniinfezioni dada Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis, , 
campionicampioni alternativialternativi, , rispettorispetto al al tamponetampone endocervicaleendocervicale o o 
uretraleuretrale, come le urine o i , come le urine o i tamponitamponi vaginalivaginali e e vulvarivulvari

�� LL’’elevataelevata sensibilitsensibilitàà (>90%) e (>90%) e specificitspecificitàà (>98%) (>98%) 
rendonorendono i i NAATsNAATs i i migliorimigliori test per la test per la diagnosidiagnosi delledelle
infezioniinfezioni dada Chlamydia Chlamydia trachomatistrachomatis..

�� La La dimostrazionedimostrazione didi anticorpianticorpi specificispecifici antianti--CChlamydia hlamydia 
trachomatistrachomatis a a titolotitolo elevatoelevato sisi èè dimostratadimostrata correlatacorrelata
allall’’infertilitinfertilitàà dada dannodanno tubaricotubarico..

�� La La presenzapresenza didi AbAb antiHSPantiHSP--60 60 puòpuò essereessere un un 
efficienteefficiente marcatoremarcatore diagnosticodiagnostico didi infezioneinfezione cronicacronica..

ConclusioniConclusioni 22



NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae

��DecrementoDecremento delledelle infezioniinfezioni
finofino agliagli annianni 19951995--9696

��AumentoAumento delledelle infezioniinfezioni daldal
19971997

��RidottaRidotta sensibilitsensibilitàà aiai chinolonichinoloni
((ceppiceppi importatiimportati delldell’’AsiaAsia)) ��

Berglund Berglund -- 20012001



La La sceltascelta deidei campionicampioni e e ilil metodometodo didi raccoltaraccolta
dipendonodipendono dalledalle metodichemetodiche utilizzateutilizzate daldal laboratoriolaboratorio, , 
daldal quadroquadro clinicoclinico, , dalldall’’etetàà, , daldal sessosesso e e 
dalldall’’orientamentoorientamento sessualesessuale del del pazientepaziente. . 
TuttiTutti i i sitisiti in cui in cui sonosono presentipresenti deidei sintomisintomi ((secrezionisecrezioni
e/oe/o doloredolore) ) dovrebberodovrebbero essereessere indagatiindagati. . 

DiagnosiDiagnosi microbiologicamicrobiologica: : NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae

Domeika: Euro Surveill. 2007
CDC MMWR Recomm Rep. 2006
Bignell: Sex Transm Infect. 2006
Ng: Can J Infect Med Microbiol 2005



).

DiagnosiDiagnosi microbiologicamicrobiologica: : NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae



DiagnosiDiagnosi molecolaremolecolare
Diagnosi microbiologica: Neisseria gonorrhoeae

Whiley: Sex Health. 2008
Tapsall: Future Microbiol. 2006
CDC MMWR Recomm Rep. 2006



Si Si possonopossono avereavere falsifalsi risultatirisultati positivipositivi, , dovutidovuti a a 
crosscross--reazionireazioni con con NeisserieNeisserie commensalicommensali, come , come 
ad ad esempioesempio quellequelle presentipresenti nellanella cavitcavitàà oraleorale
((elevataelevata omologiaomologia didi sequenzesequenze con N. con N. 
meningitidismeningitidis), in ), in quantoquanto le le sequenzesequenze target target 
utilizzateutilizzate dalledalle NAATsNAATs possonopossono essereessere comunicomuni a a 
NeisserieNeisserie non non patogenepatogene. . 

La La falsafalsa positivitpositivitàà puòpuò essereessere dovutadovuta a a sequenzesequenze
target, non target, non presentipresenti in in alcunialcuni sottotipisottotipi didi N. N. 
gonorrhoeaegonorrhoeae e e presentipresenti inveceinvece in in ceppiceppi didi
NeisserieNeisserie commensalicommensali..

FredlungFredlung H: APMIS , 2004 H: APMIS , 2004 

NAAtsNAAts:: NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae -- LimitiLimiti



In In realtrealtàà, , nellanella praticapratica clinicaclinica, non , non dovrebberodovrebbero
essereessere utilizzatiutilizzati come come unicounico saggiosaggio diagnosticodiagnostico didi
routine, ma routine, ma dovrebberodovrebbero sempresempre essereessere
confermaticonfermati dalldall’’esameesame colturalecolturale..

European Guideline (IUST/WHO) on the Diagnosis and Treatment 
ol Gonorrhoea in Adult. 2009
CDC MMWR Recomm Rep. 2006

In In popolazionipopolazioni con con bassabassa prevalenzaprevalenza delledelle infezioniinfezioni
gonococcichegonococciche, , ilil PPV PPV potrebbepotrebbe essereessere <80% per cui <80% per cui èè
raccomandataraccomandata la la confermaconferma colturalecolturale..

QuestiQuesti test non test non sonosono validativalidati per i per i prelieviprelievi anoano--rettalirettali
o o faringeifaringei: : ll’’esameesame colturalecolturale rappresentarappresenta ancoraancora ilil
gold standard per la gold standard per la diagnosidiagnosi in in sitisiti extraextra--genitaligenitali..

Non Non consentonoconsentono didi sorvegliaresorvegliare la la resistenzaresistenza
agliagli antibioticiantibiotici. . 

DiagnosiDiagnosi molecolaremolecolare







Cross reazioni con N. cinerea, N. flava, Lactobacillus spp.



VengonoVengono sempresempre pipiùù frequentementefrequentemente descrittedescritte resistenzeresistenze acquisiteacquisite
siasia didi tipotipo cromosomicocromosomico siasia didi tipotipo plasmidicoplasmidico. . 

PercentualePercentuale didi ceppiceppi resistentiresistenti o o 
sensibilitsensibilitàà intermediaintermedia allaalla ciprofloxacinaciprofloxacina
19901990––20082008
GonococcalGonococcal Isolate Surveillance Project Isolate Surveillance Project 
(GISP)(GISP) ��

Test di sensibilità agli antibiotici

I test I test didi sensibilitsensibilitàà agliagli antibioticiantibiotici
rivestonorivestono unauna particolareparticolare importanzaimportanza
siasia per la per la sceltascelta delladella terapiaterapia siasia per  per  
la la sorveglianzasorveglianza eded ilil monitoraggiomonitoraggio
delledelle resistenzeresistenze..

Si Si dovrebberodovrebbero sempresempre saggiaresaggiare i i 
seguentiseguenti gruppigruppi::



Il virione:

- Sprovvisto di envelope
- Ha un capside icosaedrico costituito da L1 e 

L2
- Genoma: dsDNA, circolare di 7900 bp

Il virione:

- Sprovvisto di envelope
- Ha un capside icosaedrico costituito da L1 e 

L2
- Genoma: dsDNA, circolare di 7900 bp

Le caratteristiche più importanti di questi virus sono:
•Specie-specificità (virus ampiamente diffusi in natura, infettano
l’uomo e diverse specie di animali) �

2) Tropismo tissutale : cellule epiteliali (epiteli pavimentosi
pluristratificati: cute, epitelio ano-genitale, epit elio
prime vie aeree e prime vie digestive) �

3) Potere oncogeno

I Papillomavirus
Famiglia Papillomaviridae (2004) �55 nm



Classificazione
12 Generi: identificati con la lettera

dell’alfabeto greco. Omologia di sequenza
di L1> 60%

Specie: 60-70%

Tipo: 71-89%

Subtipo: 90-98%

Variante: >98%



HPV: una ricerca in accelerazione
2006

Disponibilità
vaccino

1992

Produzione
VLPs (L1+L2) �

1999

HPV in 99.7% 
dei ca.cervicali

1984

HPV 18 nei
ca.cervicali

1983

HPV 16 nei
ca.cervicali

1976-77

HPV 16 nei
ca.cervicali

1962-67

Ciclo biologico
di HPV

1975

Ipotesi sul ruolo
eziopatogenetico

di HPV su ca 
cervicali

1965

Caratterizzazione
strutturale e 

molecolare di HPV
1949

Virioni di HPV in 
verruche cutanee (ME) �

1930

Prime identificazioni
di PV animali (Shope) �

1907

Eziopatogenesi
virale delle

verruche cutanee

2004

Famiglia
Papillomaviridae



Storia naturale dell’infezione

Infezione

da HPV

Infezione

persistente

CIN I

Clearance dell’infezione (80%) 

CIN 2, 3
Ca. 

cervicale

~ 1-5 anni Fino a decadi~ entro 1 anno



TecnicheTecniche didi ibridazioneibridazione

Southern Blot

DIRETTADIRETTADIRETTA

Ibridazione in situ (ISH) �

Impiego limitato, costoso, 
laborioso, necessaria una
notevole quantità di campione

Rileva DNA e/o RNA in 
preparati citologici o istologici
preservando la morfologia
cellulare e tissutale

CON AMPLIFICAZIONE 
DEL SEGNALE

CON AMPLIFICAZIONE CON AMPLIFICAZIONE 
DEL SEGNALEDEL SEGNALE

Hybrid Capture 2 
(HC 2)�

Ibridazione in fase liquida tra HPV-
DNA e 2 cocktail di sonde a RNA 
(alto e basso rischio) �

L’ibrido viene catturato da Ab adesi
in una fase solida e rilevato con 
reazione chemiluminescente
utilizzando Ab marcati

Automatizzabile ma non consente
la genotipizzazione specifica né
consente di identificare le infezioni
miste



� HPV alto rischio: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51,52, 
56, 58, 59, 68…

� HPV basso rischio: 6, 11, 26, 42, 43, 44, 53, 54,                  
55, 62, 66…

HPV e rischio oncogeno



� Il carcinoma della
cervice è la seconda
causa di morte per 
tumore tra le donne
(dopo il carcinoma della
mammella) �

� 500.000 nuovi casi di
carcinoma della cervice
uterina ogni anno nel
mondo

� Nel 99.7% dei casi di
carcinoma della cervice
si trova DNA di HPV

� Il 53% dei carcinomi
della cervice correlati ad 
HPV sono associati al 16, 
il 15% al 18, il 9% al 45, il
6% al 31 e il 3% al 33 
(fonte IARC )�

� Il carcinoma della
cervice è la seconda
causa di morte per 
tumore tra le donne
(dopo il carcinoma della
mammella) �

� 500.000 nuovi casi di
carcinoma della cervice
uterina ogni anno nel
mondo

� Nel 99.7% dei casi di
carcinoma della cervice
si trova DNA di HPV

� Il 53% dei carcinomi
della cervice correlati ad 
HPV sono associati al 16, 
il 15% al 18, il 9% al 45, il
6% al 31 e il 3% al 33 
(fonte IARC )�

� HPV è causa necessaria del cancro cervicale invasivo� HPV è causa necessaria del cancro cervicale invasivo

Walboomers, J.Pathol 189:12-19, 1999

HPV e carcinoma della cervice
Cum
ulati
ve %
53.5
70.7
77.4
80.3
82.9
85.2
87.4
88.8
90.2
91.4
92.4
93.1
93.7
94.2
94.5

Roden & Wu, Nature Reviews Cancer  6, 753–763 (Oct 2 006)�



Presenza di HPV-DNA in Carcinomi

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

100%

Cervice uterina Regione
anale/perianale

Vulva, vagina,
pene

Regione
orofaringea

Cute

Walboomers et al., J.Pathol., 1999;  zur Hausen, Proc.Assoc.Am.Physicians, 1999;  Picconi et al., J.Med.Virol., 2000.



Diagnosi di infezione

� Gli HPV non possono essere coltivati in vitro

– Il loro ciclo replicativo è strettamente dipendente
dai processi maturativi dei cheratinociti di cui non 
è possibile promuovere la differenziazione in vitro.

� La diagnosi sierologica è poco affidabile

– proteine capsidiche antigenicamente simili nei
diversi genotipi di HPV (scarsa specificità) �

– proteine capsidiche non sempre espresse in tutte
le lesioni (solo in infezioni produttive) (scarsa
sensibilità) �



MetodiMetodi IndirettiIndiretti

Evidenziano lesioni clinicamente apparenti [infezioni cliniche] o 
modificazioni cellulari e di tessuto indotte dal virus [infezioni
subcliniche]. Non evidenziano le infezioni latenti (non produttive).

� Ispezione clinica e colposcopica

� Indagine microscopica di strisci cellulari (Pap-test) �

� Indagine microscopica di preparati istologici

Non sono in grado di evidenziare la presenza virale
prima che questa abbia indotto alterazioni della

morfologia cellulare

Non Non sonosono in in gradogrado didi evidenziareevidenziare la la presenzapresenza viralevirale
prima prima cheche questaquesta abbiaabbia indottoindotto alterazionialterazioni delladella

morfologiamorfologia cellularecellulare



DiagnosiDiagnosi citologicacitologica



MetodiMetodi direttidiretti
Tecniche di biologia molecolare per la:

� rilevazione del genoma di HPV in campioni biologici
diversi (tamponi genitali cervicali, vaginali, vulvari , 
anali, biopsie) �

� identificazione del genotipo virale

Le tecniche molecolari oggi maggiormente
impiegate per la ricerca e la tipizzazione dei
diversi genotipi di HPV si dividono in:

�Tecniche di ibridazione

�Tecniche di amplificazione



Il Il ruoloruolo delledelle infezioniinfezioni multiple multiple didi HPVHPV

25% delle infezioni, più frequenti negli immunocompromes si

La contemporanea presenza e attiva replicazione di più ceppi
potenzialmente oncogeni nel medesimo micro-ambiente potre bbe
agire in modo sinergico al processo patogenetico

Diversi studi hanno mostrato la presenza di più tipi virali in 
carcinomi cervicali

Le infezioni miste possono complicare l’uso delle procedure  
di tipizzazione mediante sequenziamento



SCREENING PRIMARIO
Sostituzione o integrazione del Pap-Test nello screening

primario con genotipizzazione HPV

ControControProPro

� Aumento del numero dei casi HPV 
positivi e citologia/colposcopia
negativi

� Aumento del numero dei pazienti
da seguire con follow-up

� Aumento del numero dei casi HPV 
positivi e citologia/colposcopia
negativi

� Aumento del numero dei pazienti
da seguire con follow-up

� Test molecolari più sensibili del 
Pap-Test per le CIN di alto grado

� VPN del test HPV-DNA prossimo al 
100%

� Allungamento dell’intervallo di
screening in caso di negatività del 
Pap-Test e di HPV

� Test molecolari più sensibili del 
Pap-Test per le CIN di alto grado

� VPN del test HPV-DNA prossimo al 
100%

� Allungamento dell’intervallo di
screening in caso di negatività del 
Pap-Test e di HPV













Famiglia Herpesviridae

IL VIRIONE
• Diametro 200 nm
• Provvisto di envelope
• Capside icosaedrico
• Genoma: una molecola

lineare di DNA a doppia
elica

CARATTERISTICHE COMUNI:
- Diffusione geografica
- Strutturali e morfologiche
- Storia naturale dell’infezione

(infezione primaria, latenza, 
riattivazione) �

IL VIRIONE
• Diametro 200 nm
• Provvisto di envelope
• Capside icosaedrico
• Genoma: una molecola

lineare di DNA a doppia
elica

CARATTERISTICHE COMUNI:
- Diffusione geografica
- Strutturali e morfologiche
- Storia naturale dell’infezione

(infezione primaria, latenza, 
riattivazione) �



SieroprevalenzaSieroprevalenzaSieroprevalenzaSieroprevalenza Herpes Simplex 2Herpes Simplex 2Herpes Simplex 2Herpes Simplex 2

In Italia la In Italia la prevalenzaprevalenza delldell ’’ infezioneinfezione dada HSV2 HSV2 èè moltomolto pipi ùù altaalta neinei soggettisoggetti

assistitiassistiti nellenelle clinichecliniche per per malattiemalattie sessualmentesessualmente trasmessetrasmesse : : 44%44%

(Suligoi B. et al. J Med J Med VirolVirol. 2002 Jul;67(3):345. 2002 Jul;67(3):345--8;)8;) ��

5%



1% Infezione clinica
4% Infezione subclinica (colposcopia)�

10% Infezione subclinica (PCR)�

60% Infezione pregressa (Ab) �

25% Nessuna infezione
attuale o pregressa

Popolazione USA di e    di età compresa tra 15 e 49 anni

Mod. da Koutsky L,  Am J Med 1997

Prevalenza dell’infezione



Eliminazione virale asintomatica

� Avviene nella maggior parte degli individui
infetti ( >90%) , meno comune nell’infezione da HSV1

� Più frequente durante il primo anno 
dall’acquisizione dell’infezione

� L’assenza di sintomi favorisce il contagio a 
partner sieronegativi



Il 90% degli individui infetti non sanno di esserlo

� Molte infezioni sono lievi e misconosciute

� I pz attribuiscono i sintomi ad altro
Fleming DT et al. N Engl J Med. 1997;337:1105-1111

Ashley RL, Wald A. Clin Microbiol Rev 1999;12:1-8

� Follicollite

� Zipper burn

� Emorroidi

� Pantaloni stretti

� Allergia condoms

� Infezione fungina

� Vaginite

� Infezione urinaria

� Sintomi mestruali

� Emorroidi

� Irritazione da
depilazione

� allergia



Utilità clinica della corretta diagnosi

� Il rischio di trasmissione si riduce se si sa di
essere infettanti

� Il pz può astenersi dai rapporti sessuali durante la 
fase attiva dell’infezione

� Il pz può ricevere la terapia soppressiva

� Le coppie possono essere istruite sull’uso del 
preservativo

� Una corretta diagnosi evita l’errata gestione
clinica dei segni/sintomi



METODI DIAGNOSTICI DISPONIBILI

ISOLAMENTO VIRALE
RICERCA DIRETTA 
ANTIGENI VIRALI
BIOLOGIA MOLECOLARE

SIEROLOGIA

� DIAGNOSI 
DIRETTA

�DIAGNOSI 
INDIRETTA



DIAGNOSI VIROLOGICA DIRETTA

Il prelievo deve essere eseguito prima di iniziare

il trattamento farmacologico e possibilmente quando le 

lesioni sono ancora in fase florida

Tampone su lesione

Scraping

Il campione biologico migliore

Il prelievo di sangue è utile solo in casi selezionati



� Presenta una elevata sensibilità e rapidità (tempi 
di risposta in 6-8 ore) �

� Non è necessario l’invio immediato al Laboratorio, 
il campione può essere conservato a +4 °°°°C anche
per alcuni giorni

� Non sono consigliate particolari precauzioni di
trasporto

RICERCA DEL GENOMA VIRALE 
– PCR-



Trichomonas vaginalis infection:
the most prevalent nonviral sexually transmitted 

infection receives the least public health attentio n
Barbara Van Der Pol, CID 2007, 44:23-25.



•Trichomonas vaginalis non è fisiologicamente presente a livello
vaginale

• si trasmette per via sessuale come Chlamydia trachomatis e 
Neisseria gonorrhoeae

• epidemiologia: 170 - 190 milioni casi/anno (stima WHO), 
maggiore incidenza in popolazioni a basso standard

•Sintomatologia: forme asintomatiche (30%) → vaginiti, cerviciti, 
uretriti: leucorrea, irritazione vulvare, disuria, dispareunia, perdite
maleodoranti (se associato a vaginosi batterica)�

Barbara Van Der Pol, CID, 2007, 44: 25-25



• Corso naturale dell’infezione: guarigione spontanea, ma in 
assenza di terapia l’infezione può persistere per oltre 3 
mesi

• Complicanze: PID, parto pretermine, basso peso alla
nascita

• T. vaginalis aumenta il rischio di trasmissione sessuale di
HIV, aumentando il carico virale a livello cervico-vaginale
e del liquido seminale (Sharif et al, Clin Microbiol Rev, 2009, 22:37-45)�

Barbara Van Der Pol, CID, 2007, 44: 25-25



Microbiologica
•Esame microscopico a 
fresco

•Isolamento colturale

•PCR

•Test rapidi

DIAGNOSI
Clinica
“Falsi negativi”: casi asintomatici

“Falsi positivi”: vaginiti da altre cause o vaginosi
batterica



Esame microscopico a fresco
400x: numerosi leucociti e 
Trichomonas mobili flagellati

Sensibilità: 60-70% in pazienti
sintomatiche e con personale
esperto

Specificità: 100%

Esame microscopico dopo
colorazione May Grünwald-Giemsa

Diagnosi microbiologica



Esame colturale in terreno di Diamond’s (CDC): gold 
standard
Anaerobiosi: non è essenziale (è sufficiente chiudere
bene la provetta) �

Esaminare dopo 3-5 giorni
Sensibilità >>> esame microscopico.
Fattore limitante: inoculo (falsi negativi in caso di
bassa carica) �

Importante soprattutto in pazienti asintomatiche

Specificità: 100%



Diamond’s:
Recupero: 6 ceppi/6 
Motilità: lieve perdita, evidente dopo
72h
Fase esponenziale: <96 h
7 gg: perdita completa della motilità



1086 campioni biologici testati

Positivi: 14.5% con il test molecolare
7.0 % dell’esame microscopico a fresco



Transcription-mediated amplification (Gene-Probe, Inc) 
sensibilità = 96,7%
specificità = 97.5%













MICOPLASMI

Famiglia: Mycoplasmataceae

Classe: Mollicutes

Caratteristiche:
• i più piccoli batteri capaci di vita autonoma
• assenza di parete cellulare
• pleiomorfi
• particolari esigenze nutrizionali (steroli)

Origine:
forse evoluzione degenerativa da batteri Gram+ appartenenti
al gruppo dei Lattobacilli



Micoplasmi genitali

Micoplasma                Frequenza                 Metabolismo Atmosfera

U. urealyticum Comune                         Urea                Anaerobia

M. hominis Comune                       Arginina Aerobia

M. fermentans Occasionale           Glucosio+arginina Anaerobia

M. genitalium Comune                        Glucosio           Anaerobia

M. penetrans Occasionale            Glucosio+arginina Anaerobia



U. urealyticum

14 serovar, divisi in 2 biovar per le caratteristiche genotipiche:

Biovar 1: serovar (parvo) 1,3,6,14
Biovar 2: serovar (T960) 2,4,5,7,8,9,10,11,12,13

Attualmente diviso in 2 specie:

U. parvum (ex- U. urealyticum biovar 1), la maggioranza degli isolati

U. urealyticum (ex- U. urealyticum biovar 2)







=

=



Patologie associate

Patologia                  U. urealyticum M. hominis

UNG                                                        +++                                   -
Prostatite                                                  ?                                      ?
Epididimite                                                ?                                      ?
Cervicite                                                   +                                     +++
MIP                                                           - +++
Vaginosi batterica                                     +                                     +++
Parto pretermine +                                     ++
Aborto spontaneo                                    ++                                    ++
Febbre post-partum ± +
Infertilità +                                      -

Artrite reattiva                                           ?                                      -



DIAGNOSI MICROBIOLOGICA

Campioni biologici: tampone vaginale e cervicale

Esame colturale: 
• inoculazione in brodo urea-arginina
• semina in piastra di terreno agarizzato A7
• incubazione del brodo a 37°C per 24 h
• incubazione delle piastre a 37°C per 48 h in anaer obiosi

o microaerofilia
• esame del viraggio di colore del brodo
• osservazione microscopica delle colonie cresciute su terreno solido



Coltura in brodo e isolamento su terreno solido selettivo 



Osservazione del viraggio dell’indicatore presente nel brodo



Semina in microgallerie
contenenti substrati e antibiotici
in forma liofila e incubate a 37°C
per 48h.
Identificazione in base alle
reazioni biochimiche e alla 
sensibilità agli antibiotici.

Affidabile????



Mycoplasma genitalium
� Identificato per la prima volta negli anni ’80

� Estremamente difficile la coltura e l’isolamento

� Diagnosi solo mediante amplificazione genica

� Ad oggi dimostrata l’associazione con:

� uretrite non gonococcica
� cervicite
� MIP
� endometrite
� infertilità da fattore tubarico











Certezze: 
causa di uretrite maschile e di PID e infertilità femminile

Incertezze: 
causa di cervicite (prevalenza troppo alta, imprecisa definizione di cervicite, 
diverse popolazioni esaminate)

Auspicio:
disponibilità di test commerciali per saggiare in modo sistematico tutte le 
donne sintomatiche 



“Evidence for a role of Mycoplasma genitalium in pelvic inflammatory disease”
Curr Opin Infect Dis 2008;21:65-69

Presentazione clinica più simile alla MIP da C. trachomatis







Simultaneous identification from a single sample:

� Mycoplasma hominis

� Mycoplasma genitalium

� Ureaplasma urealyticum

� Ureaplasma parvum

Simultaneous identification from a single sample:

� Mycoplasma hominis

� Mycoplasma genitalium

� Ureaplasma urealyticum

� Ureaplasma parvum

Diagnosi di infezione da M. genitalium



Caratteristiche del sistema

� dotato di controllo interno (controllo di PCR)

� validato per l’uso nei seguenti campioni: 
urina, tamponi del tratto vaginale (uretrali, vaginali, endocervicali) e campioni
per citologia in fase liquida

� Geni target:

Mycoplasma hominis gap
(gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi) 

Mycoplasma genitalium gyrA
(subunità A della DNA girasi)

Ureaplasma urealyticum ureasi
Ureaplasma parvum ureasi



RISULTATI

Automatic target 

identification



6 different STD pathogen from a single sample:

� Trichomonas vaginalis

� Mycoplasma genitalium

� Mycoplasma hominis

� Chlamydia trachomatis

� Neisseria gonorrhoeae

� Ureaplasma urealyticum

6 different STD pathogen from a single sample:

� Trichomonas vaginalis

� Mycoplasma genitalium

� Mycoplasma hominis

� Chlamydia trachomatis

� Neisseria gonorrhoeae

� Ureaplasma urealyticum



Confronto fra metodo Seegene e metodo DID su 171 campioni

Microrganismo          M. hominis U.urealyticum U. parvum

STD4D DID STD4D      DID STD4D

POSITIVI                 6             2 6            11                          7

TOTALE           STD4D vs DID 6-2                   STD4D vs DID  13-11













PCR Multiplex in STD







Adv Med Sci. 2008; 53 (1): 80-86









Majeroni, 2007

*—Bacterial vaginosis is not an STI, but it is more common in sexually active women









C.I.D. (2009); 49 (3): 417.423



Intrapartum Screening
GeneXpert vs . Culture

SENSEN SPESPE PPVPPV NPVNPV

98.598.5 99.699.6 97.897.8 99.799.7

968143825TOTAL

63553Error

42141Invalid

863137756TOTAL

1381353+

7252723-

PCR 
Gene-
Xpert

TOTAL+-

CULTURE
INTRAPARTUM

10.8% without PCR results



Taiwan J Obstet Gynecol 2009 Jun; 48 (2): 116-119



Am J Obstet Gynecol 2007 ; 197 (4): 388 e1-4





"La  qualità in medicina è difficile da 
definire, da misurare e da dimostrare, 

ma il segreto è credere che sia possibile 
migliorarla di giorno in giorno con 

l'impegno, la cultura e con interventi sul 
sistema" 
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