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La Claritromicina è riconosciuta essere la colonna portante
della terapia di prima scelta per l’eradicazione di
Helicobacter pylori (Hp) (Maastricht III consensus 2006) e
conseguentemente la valutazione in vitro della sua efficacia è
considerata fondamentale per instaurare una corretta terapia.
È stato osservato che alcune mutazioni puntiformi nel
domain V del 23S rRNA dell’Hp sono associate a resistenza
ai macrolidi. Sono ben 19 le diverse mutazioni puntiformi
associate alla resistenza di Hp ai macrolidi sin qui pubblica-
te (A2143G, A2144G, A2142G, A2142C, T2182C, A2143C,
T2183C, T2717C, A2144T, C2195T, T2221C, C2147G,
C2245T, G1939A, G2224A, T1942C, T2245C, T2289C,
C2611A), di queste, le prime 11 (sottolineate) sono state
riportate in lavori di autori italiani.
Recentemente sono stati commercializzati dei kit utilizzanti
tecniche molecolari in grado di identificare alcune di queste
mutazioni, ritenute più frequenti.
Abbiamo quindi valutato il tipo di mutazioni presenti in sede
locale per mezzo della tecnica di sequenziamento, per cono-
scere quanta parte di queste mutazioni fossero evidenziabili
con il kit commerciale “ClariRes Assay” e, contemporanea-
mente, verificare la frequenza di ceppi con mutazioni legate
a resistenza a Claritromicina nella popolazione afferente al
servizio di Gastroenterologia di Pordenone, per definire la
dimensione locale di dette resistenze. È stato inoltre possibi-
le il confronto “sul campo” dei vantaggi/svantaggi di una tec-
nica molecolare versus il test citologico, attualmente unica
diagnostica di uso in loco per la ricerca di Hp su biopsie.
Sono stati sin qui arruolati c/o SSD Gastroenterologia
dell’Azienda ospedaliera di Pordenone 59 pazienti che pre-
sentavano disturbi del tratto gastroenterico superiore, così
suddivisi: 29 femmine (49%) e 30 maschi (51%); 10 africani

(17%) e 49 caucasici (83%). Età media: 50 ± 16.
In corso di EGDS sono stati eseguiti prelievi bioptici di
mucosa gastrica per ricerca diretta di spirilli e analisi mole-
colare per la ricerca di Hp e l’eventuale mutazione .
È stato utilizzato il kit “H. pylori ClariRes Assay” (Ingenetix
GmbH. Vienna) per la ricerca delle mutazioni A2142C,
A2142/3G mediante RealTime PCR, su strumento
LightCycler 2.0 (Roche) 
Sequenziamento: Su 52 dei 59 pazienti è stato eseguito il
sequenziamento della regione 23S rRNA dove si concentra-
no le mutazioni che conferiscono resistenza alla
Claritromicina (macrolidi) per ricercare eventuali altre muta-
zioni non evidenziate dal Kit “ClariRes Assay” in RealTime
PCR. Il sequenziamento dei prodotti è stato eseguito con elet-
troforesi capillare (ABI Prism, Applied Biosistem). Le
sequenze sono state analizzate con il GENE SEQUENCING
software ABI PRISM e con BLAST.
L’esame citologico è stato eseguito secondo metodica classi-
ca. 
L’estrazione degli acidi nucleici dalle biopsie è stata eseguita
con QIAamp DNA Mini Kit (QiaGen).
In totale 41 su 59 campioni sono risultati positivi per la pre-
senza di Hp. Dei 52 compioni sottoposti a sequenziamento:
17 campioni RealTime PCR negativi sono risultati negativi
anche con il Sequenziamento; 20 campioni RealTime PCR
Hp+S non hanno presentato mutazioni nel Sequenziamento;
dei 15 campioni RealTime PCR Hp+R, 13 non hanno presen-
tato altre mutazioni, mentre in 2 non sono state ritrovate
mutazioni. Dei 15 campioni RealTime PCR Hp+R, 10 pre-
sentavano la mutazione A2143G e 5 la mutazione A2142G.
Nel raffronto tra test molecolare vs citologico i risultati risul-
tano concordanti nel 91.5%dei casi, nessun campione risulta
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SUMMARY
Introduction. Clarithromycin is recognized as the main drug of first-line therapy for eradication of Helicobacter pylori (Hp) (Maastricht III
Consensus 2006) and in vitro evaluation of its effectiveness is considered crucial. it was noted that some point mutations in domain V of 23S
rRNA Hp are associated with resistance to macrolides and then is given the possibility of a molecular diagnostic capable, inter alia, to
overcome some of the problems associated with classical microbiological techniques.They have been recently commercialized kit employing
molecular methods able to identify some of these mutations, which are considered most often. Having assessed by sequencing, the relative
frequency of mutations detected in local office, we wanted to compare the potential benefits of molecular diagnostics in comparison to
cytological testing in normal use, and assess the frequency of strains with mutations linked to resistance to clarithromycin in population
Local.
Methods. 59 patients presenting disorders of the upper gastrointestinal tract were subjected to gastroscopy, biopsies were taken on which
it runs parallel with the direct cytology and molecular method. Cytology was performed according to traditional method.The extraction of
nucleic acids was performed with QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).The kit “H. pylori ClariRes assay” (Ingenetix GmbH.Vienna) was used for
the detection of mutations A2142C,A2142/3G by RealTime on LightCycler 2.0 instrument (Roche).
Results. 91.5% of results are concordant with both methods (54/59). 41 are positive for the presence of Hp and 18 are negative. No sample
test are positive direct and negative for nucleic acids, vice versa in 5 samples are found DNA of Hp while the direct examination was negative.
Of the 41 patients positive for Molecular good 19 (46.3%) appear to be carriers of Hp with mutations linked to resistance Clarithromycin.
Conclusions.The molecular method is used and proved sensitive and reliable in clinical practice and to solve technical problems in the crop
and in the test of sensitivity on the one hand and the difficulties of interpretation of cytology on the other.The response times are noticeably
shorter. Highlighted the frequency of strains resistant to clarithromycin makes it even more this kind to establish a proper antibiotic therapy.
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positivo all’esame citologico e negativo alla ricerca di acidi
nucleici di Hp.

Spirilli presenti Spirilli assenti
Molecolare
Hp Hp presente 36 4 + 1*

Hp assente 0 18
* caso dubbio
41 campioni sono risultati positivi (69.4%). Di questi 22 sono risul-
tati Wild-type mentre 19 (46.3%) presentano mutazioni legate a resi-
stenza ai macrolidi.

La distribuzione delle caratteristiche tra i due gruppi
HpR/HpS di pazienti è la seguente:

Le mutazioni trovate sono state quindi solamente due:
A2143G e A2142G. Il sequenziamento della regione 23S

rRNA ci ha assicurati sulla esclusiva presenza di queste sole
mutazioni nel nostro campione. 
In due casi, tuttavia non sono state ritrovate le mutazioni evi-
denziate con il kit a causa della minore sensibilità del sequen-
ziamento rispetto al metodo molecolare Real Time PCR. 
Il metodo molecolare usato si è rivelato sensibile ed affidabi-
le nella pratica clinica ed in grado di risolvere le difficoltà
tecniche del metodo microbiologico colturale e dell’esame
citologico. 
Il metodo molecolare è ovviamente più sensibile e standar-
dizzabile dell’esame citologico ed inoltre aggiunge il dato
sulla suscettibilità all’antibiotico cardine della terapia a tut-
t’oggi maggiormente consigliata. 
L’esame citologico rimane comunque il solo in grado di for-
nire indicazioni sul reale stato di alterazione della mucosa.

È da sottolineare come la presenza di mutazioni
riconducibili a resistenza alla Claritromicina
abbia comportato un fallimento terapeutico del
68% dei pazienti contro il 18% di quelli in cui
non sono state ritrovate queste mutazioni.
Data l’elevata frequenza di mutazioni rilevate
associate a resistenza alla Claritromicina pre-
senti nel 46% dei soggetti valutati (di cui 30%
c.a. naïve), riteniamo importante, in accordo
con la recente letteratura (Mégraud F. and
Lehours 2007), la valutazione della resistenza

prima di instaurare la terapia per l’eradicazione di
Helicobacter pylori.
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Pazienti Hp Cla R Hp istologia –ve 2/19 10.5%
(19/41) 46% Fallimento ter. eradicante 13/19 68%

Pres. ulcera duod. 2/19 10.5%

Pazienti Hp Cla S Hp istologia –ve 3/22 14%
(22/41) 54% Fallimento ter. eradicante 4/22 18%

Pres. ulcera duod. 5/22 23%
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