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Il sottoscritto  SERENA GIUNTI
ai sensi dell’art. 3.3 sul Conflitto di Interessi, pag. 17 del Reg. Applicativo dell’Accordo Stato-
Regione del 5 novembre 2009, 

dichiara

che negli ultimi due anni NON ha avuto rapporti diretti di finanziamento con soggetti portatori di 
interessi commerciali in campo sanitario



Per il test HPV vengono utilizzate due strumentazioni ad alta processività con pre-analitica automatizzata, per uno strumento
collegata in catena alla strumentazione analitica.

 Il Laboratorio Regionale di Prevenzione
Oncologica (LRPO) dell’Istituto per lo studio
la prevenzione e la rete Oncologica (ISPRO)
rappresenta il laboratorio unico per lo
screening cervicale con test HPV primario
nelle donne in fascia di età 34-64 anni
(delibera regionale 1049 del 26/11/2012).

 Il processo di centralizzazione del test HPV e
del Pap test di triage si è concluso all’inizio
del 2020 e attualmente LRPO esegue in totale
circa 120.000 test HPV all’anno

LABORATORIO REGIONALE DI PREVENZIONE ONCOLOGICA: TEST HPV

Tariffa Test HPV per tutte le ASL: 14,69 € (incluso Pap test di triage a compensazione)



Con l’aggiunta della ASL Toscana Nord-ovest
nel corso di quest’anno si sta concludendo
anche il processo di centralizzazione per la
lettura dei Pap test di screening e Follow-up.

Si sono recentemente aggiunte le AUSL
Toscana Nord-ovest di Livorno e Pisa e
seguiranno entro l’anno Massa-Carrara, Lucca e
Viareggio portando il numero totale di Pap test in
lettura all’LRPO a circa 55.000 all’anno (inclusi
circa 11.000 Pap test di Triage).

Il personale di citologia a disposizione per la lettura dei preparati cervico-vaginali consta di 11 citologi di cui 1 Libero
Professionista dedicato esclusivamente alla lettura della citologia cervico-vaginale

In questo contesto l’utilizzo di strumenti di controllo adeguati è fondamentale per monitorare 
le prestazioni del laboratorio in entrambi i settori

LABORATORIO REGIONALE DI PREVENZIONE ONCOLOGICA: CITOLOGIA CERVICO VAGINALE

Tariffa Pap Test  per tutte le ASL: 11,16 € per Pap test convenzionali e  11,42 € per Pap test in fase liquida



CITOLOGIA CERVICO-VAGINALE: STRUMENTI DI CONTROLLO DELLA QUALITA’

PEER REVIEW 
GIORNALIERA

• Lettura collegiale di casi 
con interpretazione 
citologica LSIL+ o casi di 
difficile interpretazione che 
emergono dalla routine 
quotidiana

• Utilizzo del software “Peer
Review Citology Plus” , 
PRCP per la registrazione 

REVISIONE FALSI 
NEGATIVI O CON 

DIAGNOSI 
ISTOLOGICA 

DISCORDANTE

• Revisione dei vetrini 
precedenti di casi di 
richiamo ad un anno con 
diagnosi HSIL+

• Per i casi della AUSL TCE 
di Firenze vengono 
revisionati in cieco i vetrini 
con interpretazione 
citologica discordante 
rispetto alla diagnosi 
istologica

REPORT ANNUALI

• INDICATORI QUALITA’ GISCi
• VPP per CIN2+ delle classi 

diagnostiche del laboratorio
• Frequenze diagnostiche per 

lettore e per laboratorio              
(% ASC-US e ASC-H,                         
% inadeguati…)

• CORRELAZIONE CITO-
ISTOLOGICA per AUSL TC di 
FI per tipo di esame per ciascuna 
categoria diagnostica a confronto 
con anno precedente

• Report annuale dei dati relativi ai 
casi revisionati con diagnosi 
cito-istologica discordante

VALUTAZIONE 
ESTERNA DI 

QUALITA’

• VEQ Pap test in fase liquida 
fornita dal centro di riferimento 
regionale  di Careggi

• LRPO collabora alla 
preparazione delle immagini 
digitali fornite ai partecipanti

Il LRPO non esegue controlli interlaboratorio (CQe) per il Pap Test: 
• unico laboratorio centralizzato per la lettura dei Pap test della Toscana 

• condivisione di set di vetrini/immagini digitali fornite on-line da Società Scientifiche (concordanza inter-osservatore)

SCOPO: migliorare la riproducibilità diagnostica, ovvero la capacità di riprodurre su quadri morfologici la stessa interpretazione, tra: 
citologi diversi nello stesso laboratorio, laboratori diversi , per lo stesso operatore a distanza di tempo

CQi VEQ

Relatore
Note di presentazione
Il controllo di qualità in citologia  ha essenzialmente lo scopo di migliorare la riproducibilità diagnostica, ovvero la capacità di riprodurre su quadri morfologici la stessa interpretazione. Essa può essere valutata tra citologi diversi all’interno dello stesso laboratorio, tra  laboratori diversi attraverso le VEQ oppure per lo stesso operatore a distanza di tempo attraverso la revisione di casi già refertati. Per quanto riguarda il controllo interno in citologia l’LRPO utilizza la lettura collegiale come anche da indicazioni del documento Gisci sulla citologia di triage.
Infatti anche se da una parte sicuramente comporta un aumento del carico di lavoro dall’altra ricopre un forte valore educativo per tutti i citologi con più o meno esperienza.
In LRPO vengono sottoposti a lettura collegiale tutti casi la cui interpretazione citologica è più grave di una LSIL, e in generale i casi di difficile interpretazione che qualsiasi citologo del gruppo ritenga meritevole di una valutazione più approfondita (quadri con diagnosi borderline, quadri atrofici dubbi, casi con storico di screening complesso)



In LRPO vengono sottoposti a lettura collegiale tutti casi la cui interpretazione citologica è più grave di una LSIL, e in generale i casi di difficile interpretazione che qualsiasi citologo del gruppo ritenga meritevole di una valutazione più approfondita (quadri con diagnosi borderline, quadri atrofici dubbi, casi con storico di screening complesso)

IL LRPO non esegue invece controlli di qualità interlabolatorio .




I casi positivi o di difficile 
interpretazione che emergono 

dalla routine quotidiana 
vengono inseriti nel software 

PRCP dal “lettore proponente”

I vetrini vengono fatti 
circolare nel laboratorio e 
ciascun citologo esamina i

casi in maniera indipendente
(senza scambio di opinioni)

Ciascun lettore registra la 
propria interpretazione
citologica nel software

Alla fine della giornata, i risultati 
vengono discussi e i casi complessi 

vengono riesaminati al miscroscopio 
multiplo per stabilire la DIAGNOSI 

FINALE (report finale)

PEER REVIEW GIORNALIERA

I casi in REVISIONE per diagnosi falsamente negativa e diagnosi istologica discordante sono 
inseriti nel programma come vetrini di routine anonimizzati e letti  in cieco da tutti i citologi

Diagnosi di 
uscita

Relatore
Note di presentazione
La lettura collegiale nel nostro laboratorio avviene giornalmente attraverso l’utilizzo di un software informatico che consente di registrare il caso e le diagnosi di ogni lettore in cieco e di calcolare la diagnosi di maggioranza al termine della lettura collegiale.
Nel dettaglio la prima fase prevede l’inserimento del caso nel software chiamato Peer Review Citology Plus, da parte del lettore proponente che immette ID vetrino, ID paziente, età, tipologia di esame (S, T o F) e la propria interpretazione citologica seguita nel campo note di un commento se lo ritiene opportuno ai fini della decisione sulla diagnosi di uscita.
Il giorno successivo all’inserimento dei vetrini al controllo, questi vengono fatti circolare fra tutti i lettori del laboratorio. Ciascuno esami i casi e inserisce la propria interpretazione in modo indipendente nel programma.
Quando tutti i citologi hanno letto i vetrini al controllo (in genere entro le 15 del pomeriggio) i risultati sono chiusi e viene prodotto un report in cui viene calcolata la diagnosi di maggioranza e vengono evidenziate le interpretazioni di ciascun lettore e gli eventuali commenti. Nel caso il vetrino non abbia un interpretazione unanime questo viene riesaminato al microscopio multiplo con lettura collegiale guidata dal responsabile della citologia e dopo discussione delle immagini e delle informazioni sul caso viene stabilita la diagnosi di uscita.

Per i vetrini in revisione per falsi negativi (ovvero I vetrini precedenti di casi di richiamo a un anno con diagnosi HSIL+) o per diagnosi cito-istologica discordante vengono inseriti nel programma PRCP dopo anonimizzazione e letti in cieco da tutti I lettori insieme agli altri vetrini del controllo giornaliero.




VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITA’

 Il LRPO partecipa al programma VEQ Pap Test in fase liquida accreditato ISO 
17043 all’inizio di quest’anno, fornita del centro Regionale di Riferimento per la 
valutazione esterna di qualità della Regione Toscana.

 Il LRPO collabora alla scelta e alla preparazione delle immagini digitali dei casi 
da inviare ai centri partecipanti (il doppio ruolo di collaboratore e partecipante 
viene gestito tramite la preparazione di un totale di 18 casi per anno, 
successivamente scelti e randomizzati dal provider).

 Prevede la lettura di 12 PAP test  all’anno in fase liquida. 

 I preparati citologici in fase liquida vengono interamente digitalizzati e resi 
disponibili su una piattaforma web. Per ogni vetrino sono rese disponibili anche 
immagini digitali a 20X e 40X che possono essere facilmente rintracciate in aree 
evidenziate del vetrino scannerizzato. 

 Il Programma è finalizzato alla valutazione della qualità della lettura citologica 
effettuata all’interno di programmi di screening per il cervico-carcinoma.

implica una mancata diagnosi o 
un ritardo nell’indirizzare verso il 

corretto percorso diagnostico

indirizza ad approfondimenti 
non necessari e/o implica costi 
aggiuntivi ingiustificati per il 
sistema sanitario nazionale.

Insieme alle elaborazioni qualitative dei risultati viene fornito un 
breve commento alle immagini e ai risultati inviati per agevolare i 

centri nella valutazione critica dei propri risultati.

Tabella 3 neg ascus LSIL ASC-H AGC 
(endocervicali 
ed 
endometriale

HSIL AGC prob. ADK 
endocervicale o 
endometriale , 
ADK 
endocervicale o 
endometriale 

Carcinoma 
invasivo 
squamoso

inadeguato

1-neg 2 0 -1 -1 -1 -2 -2 -2 1

ascus 0 2 1 0 0 -2 -2 -2 -1

LSIL -2 1 2 1 0 1 -2 -2 -2

ASC-H -2 1 1 2 0 1 -2 -2 -2

AGC endocervicali 
ed endometriale

-2 -1 -1 0 2 0 1 -2 -2

HSIL -2 -1 1 1 -1 2 0 0 -2

AGC prob. ADK 
endocervicale o 
endometriale , ADK 
endocervicale o 
endometriale 

-2 -1 -1 0 1 0 2 0 -2

Carcinoma invasivo 
squamoso

-2 -1 -1 0 -1 1 0 2 -2

inadeguato -1 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -2 2

Relatore
Note di presentazione
Il LRPO partecipa al programma VEQ Pap test in fase liquida fornito dal CRR-VEQ di Careggi. Da quest’anno il programma è stato accreditato Iso 17043, ha la finalità di valutare la qualità della lettura citologica effettuata all’interno dei programmi di screening e prevede la valutazione di 12 Pap test, sia attraverso la visualizzazione dell’intero vetrino scannerizzato che tramite che di immagini selezionate al 20 e 40X significative per l’interpretazione citologica del caso.

Il LRPO oltre a partecipare alla VEQ collabora con il CRR per la scelta e la preparazione delle immagini digitali dei casi. Il suo doppio ruolo di partecipante e collaboratore vine gestito tramite la preparazione ogni anno di 18 casi che vengono poi selezionati e randomizzati dal provider per ottenere i 12 casi finali da inviare a tutti i partecipanti.

L’inserimento dei risultati avviene tramite piattaforma digitale e prevede l’inserimento della diagnosi citologica secondo il sistema di refertazione Bethesda e la presenza di eventuali agenti infettivi. 
Le elaborazioni dei risultati sono di tipo qualitativo ma viene attribuito uno score in base alla diagnosi attesa per il caso. Lo score è calcolato tramite una tabella in cui il punteggio massimo è 2 e si riduce progressivamente fino a -2 se l’errore nell’interpretazione citologica comporta:
 la mancata diagnosi o un ritardo nell’indirizzare la donna al corretto percorso diagnostico
 approfondimenti non necessari e/o costi aggiuntivi ingiustificati per il SSN

Da quest’anno oltre alle elaborazioni qualitative viene fornito un breve commento alle immagini e ai risultati inviati per agevolare i centri nella valutazione critica dei propri risultati.



CDQ in-house

• Pool di campioni di 
routine positivi ai tre 
canali HPV

• Pool di campioni 
negativi 

• Analizzati come 
campioni di routine 
inclusa la fase pre-
analitica

CDQ di terza 
parte

• CDQ positivo al canale 
HPV16 

• CDQ negativo

REPORT 
MENSILI e 
ANNUALI

• Andamento dei CDQ del 
kit, in-house e di terza 
parte

• Analisi di allineamento 
strumentale

• Analisi dati di positività al 
test HPV

• Analisi dati di 
genotipizzazione parziale

• Analisi dei tempi di 
refertazione

• Report annuali degli 
indicatori percorso HPV 
confrontati col target

VALUTAZIONE 
ESTERNA DI

QUALITA’

• UK-NEQAS
• QCMD
• VEQ HPV HR 

SCREENING (CRR-
VEQ Careggi)

TEST HPV: STRUMENTI DI CONTROLLO DELLA QUALITA’
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CDQ terza parte

Canale 1 (Ct Gene Housekeeping)

Result 2:Ct HPV 16

CQi

,,

VEQ
Il LRPO non esegue controlli interlaboratorio (CQe) per il Test HPV: 

• unico laboratorio centralizzato per l’esecuzione dei test HPV della Toscana 
• COBAS 6800: Emilia Romagna e Marche

Relatore
Note di presentazione
Per il test HPV LRPO utilizza come strumenti di controllo interni CDQ preparati in house da pool di campioni di routine positivi a tutti e tre i canali rilevati dalla nostra strumentazione (HPV16, HPV 18 e HPV Other) e pool di campioni negativi ai canali HPV, CDQ di terza parte uno positivo al canale HPV 16 e uno negativo  e infine report mensili di valutazione dei risultati di laboratorio che includono: l’andamento mensile die CDQ del kit, in house e di terza parte, l’allineamento strumentale, la positività all’HPV, l’analisi della genotipizzazione parziale e dei tempi di refertazione. Parteci inoltre a 3 programmi di VEQ, due che includono la genotipizzazione e la VEQ HPV HR screening che prevede oltre alla valutazione dele risultato del test HPV di screening la simulazione della lettura di un Pap test di triage in caso di HPV positivo.

I risultati dei CDQ presenti vengono registrati e confrontati con i precedenti ad ogni seduta. Il CDQ del kit è presente in ogni seduta analitica, mentre i CDQ in house e di terza parte vengono inseriti in una seduta al giorno sui due strumenti alternati. I valori dei CDQ devono rientrare entro le 3 DS dal valore medio calcolato mensilmente e al cambio del lotto o del pool. Le sedute vengono invalidate soltanto se il controllo del kit positivo risulta negativo o viceversa. Per tutti gli altri scostamenti la seduta viene validata segnalando l’anomalia che viene quindi monitorata con più attenzione nel tempo.





Andamento dei CDQ

Allineamento strumentale

Analisi dati positività HPV

Genotipizzazione parziale

Analisi dei tempi di risposta

TEST HPV: REPORT MENSILIMONITORAGGIO ANALITICO MONITORAGGIO 
CENTRALIZZAZIONE

Target:             
CV < 10%

Relatore
Note di presentazione
Il report mensile viene preparato dal Biologo responsabile e presentato a tutti i biologi molecolari entro la metà del mese successivo. Esso comprende una parte dedicata alla valutazione della fase analitica e una parte che monitora la centralizzazione. Il monitoraggio analitico include:
- il monitoraggio dell’andamento dei CDQ del Kit, in-house e di terza parte per entrambi gli strumenti utilizzati  calcolando media, mediana, valore massimo e minimo e confrontandoli con i valori del mese precedente per valutare eventuali scostamenti.
La valutazione dell’allineamento tra i due strumenti utilizzati calcolando DS, media e CV per i CDQ in house e di terza parte. (CV deve rientrare nel10%?)
Come laboratorio centralizzato LRPO esegue inoltre:
 L’analisi della positività all’HPV, nei vari centri invianti in base alla tipologia di campione (screening, R a 1 anno o FUP) e confronto con il mese ed il trimestre precedenti.
 L’analisi della genotipizzazione parziale dei campioni di screening, sempre suddivisa per centro.
 E infine il calcolo dei tempi di refertazione suddiviso per le varie ASL di provenienza dei campioni, con la valutazione degli indicatori “% campioni refertati entro 21gg dal prelievo” e “% campioni HPV positivi refertati entro 30gg dal prelievo”.
 
Questo report permette da una parte la valutazione della bontà dei risultati analitici di seduta e dall’altra di valutare in quanto centro di riferimento Regionale le variazioni di prevalenza dell’HPV e monitorare eventuali anomalie di gestione dei campioni e dei percorsi di screening. 




UK-NEQAS

QCMD

N° risultati pervenuti

N° risultati 
eliminati perché 

aberranti    (> m+/-
3DS)

Scarto in DS
(valore inviato-media)

DS

HPV HR Screening
TEST HPV: VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITA’

Relatore
Note di presentazione
Per quanto riguarda la VEQ per il test HPV come abbiamo detto  partecipiamo attulamente a 3 programmi. Ogni programma presenta i risultati in modo più o meno approfondito, ma sostanzialmente fornisce il risultato del test HPV di screening (quindi positivo negativo) e il risultato del test di genotipizzazione suddiviso per strumentazione utilizzata.

Il programma HPV HR screening fornisce solo il risultato del test HPV di screening ma esegue una valutazione semiquantitativa dei risultati in base al CT fornito dai centri che utilizzano metodiche di rilevazione in real time PCR. In questo modo i laboratori partecipanti possono rilevare un loro scostamento dalla media rispetto ad altri laboratori che utilizzino lo stesso metodo o lo stesso kit evidenziando per tempo eventuali errori sistematici (?) della propria strumentazione.
Inoltre il programma HPV HR screening fornisce in caso di  risultato positivo dell’ HPV di valutare immagini digitali selezionate o il vetrino digitalizzato per mimare la citologia di triage. Ciascun laboratorio inserirà la propria interpretazione sul sito e i risultati sono analizzati qualitativamente.
Anche per il pap test di triage da quest’anno insieme alle elaborazioni qualitative dei risultati viene fornito il commento alle immagini e ai risultati inviati per una valutazione approfondita dei propri risultati.

Una volta ricevuti i report dei risultati di ciascun campione il Responsabile provvede alla stesura di un rapporto e del relativo verbale che condivide con tutti gli operatori coinvolti.
Copiata da procedura per saperlo ma non va detto….
In caso di risultati non accettabili o insoddisfacienti il responsabile coinvolgendo tutto il personale interessato, deve analizzare i risultati ottenuti
sotto due aspetti, la prima è una valutazione a breve termine in cui si valuta se è necessaria qualche azione correttiva, se i risultati inviati non sono in linea con i risultati, relativi al proprio metodo, presenti nel report viene attivata la procedura di verifica, basata sull’algoritmo proposto dal CLSI (Clinical and
Laboratory Standard Institute):
1. valutare se i dati sono stati inseriti correttamente
2. rivedere i dati della piastra/piastre nella quale è stata eseguita la valutazione della VEQ
3. rivedere l’intera procedura di esecuzione della VEQ (dalla ricostituzione del campione fino alla esecuzione del test)
4. verificare se era stato eseguito in doppio e da chi
5. richiedere il re-invio di un’aliquota della VEQ non conforme (da valutare in base altipo di non conformità osservata)
6. problema connesso al Controllo di Qualità interno (per esempio i risultati del controllo di qualità interno sono ancora entro i limiti ma con una tendenza alla sovrastima o alla sottostima, al momento dell’esecuzione del campione di VEQ)
7. concludere a quale dei seguenti motivi si è giunti (CIM_P3-l1) specificando le opportune azioni preventive.

L’altra valutazione è una valutazione a lungo termine in cui si confrontano i risultati dell’ultimo
esercizio con quelli degli esercizi precedenti per evidenziare variabilità potenziali o fenomeni
asintomatici di imprecisione o di errore sistematico:
- verificare se le prestazioni peggiorano da un esercizio all’altro (ad esempio da prestazione ottima diventa accettabile)
- verificare se una prestazione risulta ripetutamente non soddisfacente per lo stesso costituente, in questo caso l’errore non può essere casuale. Approfondire l’indagine con il Coordinatore del Programma di VEQ o la collaborazione di laboratori che utilizzano lo stesso sistema diagnostico.





TEST HPV: VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITA’
HPV HR Screening

Genotipizzazione parziale



CONCLUSIONI E RIFLESSIONI 

 Per la citologia cervico-vaginale la lettura collegiale sia giornaliera che di casi 
revisionati, anche se da una parte aumenta il carico di lavoro, dall’altra e’ una delle 
manifestazioni piu’ importanti del lavoro di squadra in citologia e rappresenta uno 
strumento formativo fondamentale per migliorare le prestazioni del laboratorio

 Centro unico centralizzato per i test di screening deve prevedere verifiche che 
considerino anche il monitoraggio delle fasi che dipendono dai centri invianti ( tempi 
di consegna campioni, distinzione fra screening, richiami a 1 anno e follow-up..)

 Per i centri che prevedono una fase pre-analitica automatizzata il CDQ dovrebbe  
essere analizzato come campione di routine inclusa la fase pre-analitica (per i 
campioni di CdQ di terza parte e VEQ attualmente a disposizione non è possibile)
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