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epatiti croniche che vengono trattate con terapie a base
di farmaci antivirali, quali Lamivudina, Adefovir,
Entecavir. Il trattamento con questi farmaci porta spes-
so all’insorgenza di varianti resistenti, che possono
essere messe in evidenza con metodi di sequenziamen-
to del gene P. 
Metodi e risultati.
Riportiamo i dati relativi al monitoraggio del tratta-
mento di 90 pazienti in terapia con Lamivudina o
Adefovir per un periodo di due anni.
Nel caso delle resistenze a Lamivudina, dopo due anni,
il 58% dei pazienti (52 casi) non dimostrava la presen-
za di mutazioni di resistenza. Invece in 12 casi (13%)
è risultata presente la singola mutazione M204I; in 8
casi (9%) le due mutazioni M204I e L180M; in 16 casi
(18%)  le due mutazioni M204V e L180M; e in 2 casi
(2%) le tre mutazioni M204I, L180M, V173L.
Solo 4 di questi 90 pazienti sono stati trattati anche con
Adefovir per almeno due anni. Tra questi, solo un caso è
risultato positivo per le due mutazioni A181V e N236T.
Interessanti però sono i dati relativi alla comparsa di
altre mutazioni, in corso di terapia con Lamivudina, e
che potenzialmente possono pregiudicare i successivi
eventuali trattamenti con altri farmaci antivirali.
In 13 casi su 90 (14%) sono comparse le mutazioni
A181S (1 caso), Q215S (10 casi), V214A (1 caso) e
I233V (1 caso). Queste mutazioni possono essere
responsabili di resistenza ad Adefovir.
In 9 casi su 90 (10%) sono comparse le mutazioni
M250L (3 casi), M250V (1 caso), T184S (4 casi) e
T184I (1 caso). Queste mutazioni possono essere
responsabili di resistenza ad Entecavir.
Conclusioni.
Questi dati ci indicano come la valutazione complessi-
va del pannello di resistenza sia importante per indiriz-
zare una corretta scelta clinica della terapia da utilizza-
re in caso di fallimento del primo trattamento. La rile-
vazione di tutte queste mutazioni dovrebbe essere
quindi inclusa nei sistemi diagnostici in uso, e i meto-
di di sequenziamento appaiono i più adatti ad una
implementazione di questo tipo senza influire su un
aumento dei costi o dei tempi operativi.
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Introduzione.
Diversi metodi molecolari, affiancati a quelli tradizio-

nali, si sono dimostrati utili durante 5 anni di applica-
zione alla diagnosi di laboratorio di parassitosi causate
da protozoi. 
Metodi.
Sono stati applicati per la ricerca del DNA di protozoi
i seguenti metodi: PCR e/o nested PCR convenzionale,
Real-time PCR (TaqMan; FRET).
Risultati.
Diagnosi di amebiasi. Solo grazie ai metodi molecola-
ri (PCR convenzionale e Real-time PCR chimica
FRET), è stata correttamente rilevata la prevalenza di
casi di amebiasi (infezione da E. histolytica 0,6%) e
dei casi di infezione da E. dispar (0,8%). I metodi dia-
gnostici tradizionali (esame microscopico e colturale)
non consentono la differenziazione dei casi di amebia-
si dai casi di infezione da E. dispar (non patogena).
Diagnosi di malaria. La diagnosi di malaria mediante
esame microscopico è affiancata, nel nostro laborato-
rio, da nested PCR e/o Real-time PCR. I metodi mole-
colari si sono rivelati sensibili, specifici (rivelando
infezioni miste), rapidi, di semplice esecuzione ed
automatizzati (Real-time PCR). I risultati ottenuti
hanno dimostrato la seguente prevalenza: P. falcipa-
rum 80% (esame microscopico 78%), P. vivax 2%
(esame microscopico 5,4%), P. ovale 9,2% (esame
microscopico 6,8%), P. malariae 2% (esame micro-
scopico 0%), infezioni miste (causate da 2 o più pla-
smodi) 6,5% (esame microscopico 1,3%), Plasmodium
spp. 0% (esame microscopico 5,4%).
Diagnosi di toxoplasmosi. La diagnosi di toxoplasmo-
si mediante metodi molecolari [PCR convenzionale,
Real-time PCR (Taqman e FRET] si è rivelata indi-
spensabile in un caso di infezione cerebrale in un
paziente immunodepresso e per escludere l’infezione
in casi di sospetta toxoplasmosi congenita.
Diagnosi di leishmaniosi. Soltanto il saggio Real-time
PCR (FRET) ha permesso di diagnosticare 1 caso di
leishmaniosi viscerale non rivelata dal metodo coltura-
le e di escludere la diagnosi in casi sospetti (59).
Conclusioni.
L’applicazione dei metodi molecolari ha notevolmente
migliorato l’accuratezza della diagnosi di infezione da
questi protozoi consentendoci anche di valutare la cor-
retta prevalenza delle rispettive parassitosi nella nostra
realtà.
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