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Riassunto. L'Helicobacter pylori (HP) & un patogeno di rilevante interesse clinico. Inizialmente asso-
ciato ale patologie del distretto gastrico e risultato coinvolto direttamente o indirettamente in altre pa-
tologie come I'infarto miocardico e I'ictus. |l suo algoritmo diagnostico & complesso ed articolato. 11
“gold standard” diagnostico € la gastro-duodenoendoscopia abbinata con I'istologia, il test rapido del-
I"ureasi e/o il metodo colturale. Anche le tecniche piu tradizionali, tuttavia, non sono scevre dalimita-
zioni e su tutte domina I’ effetto interferente dovuto al’ assunzione di farmaci nel periodo immediata-
mente precedente allaindagine endoscopica. | nostro lavoro volto ala validazione di una metodica di
amplificazione molecolare direttamente nel campione bioptico, ha dimostrato come fosse possibile
superare tali problematiche, pervenendo in tempi brevi ad una diagnosi rapida accurata e sensibile di
H. pylori. Nel nostro studio sono stati presi in considerazione 186 pazienti dispeptici di cui 79 sono
stati definiti pazienti H. pylori-positivi sulla base della nostra metodica molecolare contro i 68 diagno-
sticati utilizzando i saggi tradizionali. 11 saggio che prevede I’ amplificazione di una porzione genomi-
cadel 23S rRNA, nella quale risiede uno dei meccanismi di resistenza ala claritromicina, ha anche
consentito di ottenere delle indicazioni preddittive sulla farmaco resistenza degli H. pylori che colo-
nizzavano la mucosa gastrica dei pazienti esaminati.

Abstract. Helicobacter pylori (HP) is a pathogen of relevant clinical significance. Primarly associated
to gastric disease was then implicated in other pathologies such as Miocardia infarction and cerebral
ischemia. The diagnosis of HP is of particular complexity. Gastroduodenal endoscopy in combination
of histology, the rapid urease test and/or cultural method represents the diagnostic “gold standard”.
However, each metodology is not without problems and limitations. The main one is the interfence
due to the assumption of drugs in the time before endoscopy. Aim of the present study was to evaluate
the reliability of our amplification method (P.C.R.), directly performed in the bioptic sample, for the
diagnosis of H. pylori infection. The system has been demonstrated to be simple and accurate allo-
wing arapid diagnose of HP infection. On atotal of 186 adult dyspeptic patients exhamined, 79 resul-
ted HP-positive on the basis of our method versus the 68 diagnosed by traditional methods. Moreover
our technique amplifing a portion of 23S rRNA of HP, where can be present mutation responsible for
claritromycin resistence, has a predictive value about the drugs resistence expressed by H. pylori
strains who had colonized the gastric mucosa of patients that underwent endoscopy.

I ntroduzione

Le prime indicazioni che suggerivano la presenza di
microrganismi spiralati nella mucosa gastrica ani-
male risalgono ad oltre 100 anni fa ad opera di Rap-
pin nel 1881 e successivamente da Bizzozero nel
1883 (37). Tuttavia solo nel 1982 il Campylobacter

pyloridis (piu tardi classificato come Helicobacter
pylori) fu coltivato a partire da un frammento di
biopsia gastrica umana in pazienti con gastrite di ti-
po B (39). Da quel momento la letteratura a questo
riguardo é stata particolarmente florida e a tutt’ oggi
si assiste alla descrizione di nuove specie di Helico-
bacter isolate nell’ uomo e negli animali. Attualmen-



te, a genere Helicobacter si riconoscono 22 specie.
Per semplicita diagnostica si differenziano in Heli-
cobacter-gastrici ed Helicobacter-enterici. Gli Heli-
cobacter-enterici colonizzano il tratto gastrointesti-
nale: piccolo intestino, colon, retto, e vie epatobiliari
del mammiferi e degli uccelli (37). | membri di que-
sto gruppo sono responsabili di gastroenteriti nel-
I’'uomo e negli animali domestici che ne rappresen-
tano il serbatoio. All’infezione primaria, di solito di
modesto rilievo, pud seguire la disseminazione per
via ematica che si accompagna, sopratutto negli im-
munodepressi, a manifestazioni di tipo sistemico co-
me artrite e meningite (5). Sono anche stati segnalati
casi di batteriemia e meningite neonatale (29). Al
contrario degli enterici gli Helicobacter-gastrici co-
lonizzano la mucosa gastrica, 0 piu semplicemente
S possono ritrovare nel muco gastrico adiacente al-
I’ epitelio, ma solo raramente guadagnano il torrente
circolatorio. Il membro piu rappresentativo del grup-
po éI'H. pylori. Colonizza preferenzialmente alcune
regioni dello stomaco e del piccolo intestino, quali:
antro, angulus, corpo, e duodeno. Pud essere presen-
te in forma transiente nella saliva, nella placca den-
taria o nelle feci (13,21,22). Nella trasmissione inte-
rumana sono chiamate in causa diverse vie quali: la
fecale-orae, laorale-orale e la trasmissione persona-
persona. Numerosi studi di carattere epidemiologico
sostengono che la trasmissione persona-persona sia
la principale via di disseminazione nell’ ambito fa-
miliare soprattutto nella primissima infanzia (38).
La presenza di H. pylori nella saliva e nelle feci di
animali domestici (il gatto per esempio), cosi come
quelladi H. heilmannii, nello stomaco del cane, so-
stengono anche I'ipotesi di una possibile diffusione
zoonoticadi questi microrganismi.

| primi autori a proporre |’ associazione fra H. pylori
e |’ ulcera peptica furono, com’é noto, Warren e
Marshall, masolo nel febbraio del 1994 |a “ National
Institute of Health Consensus Development Confe-
rence” concluse che questo microrganismo doveva
essere ritenuto la principale causa di ulcera pepticae
sanci la necessita che tutti i pazienti con ulcera pep-
tica, per i quali a contempo era dimostrata la pre-
senza di questo microrganismo, dovevano ricevere
terapia antibiotica eradicante (27). Nel giugno dello
stesso anno “International Agency for Research on
Cancer Working Group of the World Health Organi-
zation” riconobbe I'H. pylori come un patogeno pri-
mario (di gruppo 1) riconoscendone un ruolo anche
come carcinogeno umano (20). Allo stato attuale si
stima che circa il 50% della popolazione mondiale
siainfetta. La seroprevalenza oscilla dal 20%, nella
popolazione giovanile, ad oltre il 50% negli adulti
per raggiungere punte del 90% negli ultra sessanten-
ni (26). Le manifestazioni cliniche dell’infezione
vanno dalla gastrite acuta, che si manifesta a circa
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due settimane dall’inizio dell’infezione (con dolori
addominali, nausea e vomito), alle forme croniche
che si manifestano prevalentemente con una gastrite
antrale attiva e talvolta s accompagnano (circa 16%
dei casi) a duodeniti legate alla comparsa di ulcere
duodenali. Malti pazienti, tuttavia, presentano sinto-
mi addominali ricorrenti senza le tipiche manifesta-
zioni gastriche. Nel pazienti con infezioni gastriche
datate, lo stato di persistente infiammazione puo es-
sere la causa di metaplasia con successiva atrofia
della mucosa gastrica. Stato quest’ultimo che va
considerato come lesione precancerosa che pud
evolvere in adenocarcinoma gastrico, o nel linfoma
gastrico (gastric mucosa-associated lymphoid tissue;
MALT) (16, 40).

Datala sua elevata prevalenza e il suo inequivoco si-
gnificato clinico emerge |’ evidente importanza di
una diagnosi precisa ed attendibile di questo patoge-
no. Purtroppo, data la sua localizzazione, I” unica
possibilita di rilievo prevede inevitabilmente un pre-
lievo invasivo e poco gradito al paziente ossia la en-
doscopia gastrica, che peraltro € inevitabile soprat-
tutto se si vuole accertare lo stato della mucosa ga-
strica. Numerose sono state, infatti, nel corso del
tempo le proposte alternative per la diagnosi dell’in-
fezione da H. pylori, ma sebbene la maggior parte di
esse presenti una buona accuratezza diagnostica il
“gold standard” diagnostico, allo stato attuale € e ri-
mane la biopsia gastrica. Quest’ ultima é utile per la
conduzione dell’ esame istologico e per I’ alestimen-
to del metodo colturale tradizionale. | metodi dia-
gnostici oggi a disposizione vengono suddivisi per
semplicita in metodi invasivi e metodi non invasivi.
Al primo gruppo appartengono quelli diretti, ossia:
I'istologia, esame colturale, test rapido dell’ ureasi, e
in generale i metodi molecolari. Ai metodi non inva-
sivi anche detti indiretti appartiene: urea breath test,
la sierologia e la ricerca degli antigeni di H. pylori
nelle feci con tecniche EIA (Enzyme Immunosor-
bent Assay). L’indagine invasiva pur consentendo
un’esame piu approfondito dello status mucosale
gastrico del paziente e laricerca direttadell’ H. pylo-
ri, non e sempre consigliato quanto meno nelle fasi
iniziali di screening. Cio per ragioni che includono
I atteggiamento psicologico del paziente, che non si
sottopone volentieri ad indagini invasive, o per pro-
blematiche piu pratiche come lariduzione del carico
lavorativo e dei costi che un’indagine endoscopica
di massa comporterebbe. Pertanto, nelle fasi iniziali
dell’ accertamento diagnostico si preferisce ricorrere
atest non invasivi. Primo fra tutti |’ urea breath test
(UBT), di semplice esecuzione ed affidabile, presen-
ta una sensibilita compresa fra il 94-100% ed una
specificitd compresa fra il 95-98%. E’ innocuo, ca-
ratteristica che lo rende applicabile anche alle ge-
stanti 0 ai bambini in eta pediatrica. Per queste ra-
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gioni é considerato il test diagnostico d elezione e
viene proposto come esame di screening, per tutti i
pazienti dispeptici da avviare a trattamento, assieme
alasierologia Il test, soprattutto la versione che uti-
lizza =C, che non presenta le problematiche legate
alla pollution radioattiva, ha poche limitazioni tra
cui laprincipale risiede nel fatto che un paziente che
nel recente ha assunto antibiotici o inibitori della
pompa protonica o di sali di bismuto presentera una
notevole riduzione dell’ attivita ureasica potendo ri-
sultare come falso-negativo. Alla stessa stregua un
paziente che alberga, anche solo in forma transiente
atri batteri ureasi positivi o che presenta sanguina-
mento, anche modesto, della mucosa gastrica, pud
risultare falso positivo (18).

La colonizzazione della mucosa gastrica da parte di
H. pylori, sviluppa una forte risposta immunitaria a
carattere locale. Gli anticorpi, pur legandosi con il
batterio, non garantiscono la clearence spontanea né
la protezione da successive reinfezioni o recrude-
scenze. Con la cronicizzazione dell’infezione si svi-
luppa una reazione anticorpale sistemica, con au-
mento del titolo di anticorpi specifici di classe 1gG
(presenti nel 100% dei pazienti positivi ad H. pylori)
ed IgA (presenti solo nel 60-80% dei pazienti H. py-
lori-positivi), mentre la produzione di IgM & poco
significativa, di breve durata e si riscontra solo in
percentuale molto contenuta dei pazienti esaminati
(4-8%). La determinazione dei livelli sierici di 1gG
rappresentail test preferito dal momento cheil titolo
anticorpale delle 1gG specifiche rimane costante du-
rante tutto il corso dell’infezione e decresce, in un
periodo compreso frai 6 mesi ed i 2 anni, in seguito
ad eradicazione del batterio (7,11). La risposta anti-
corpale pud essere rivelata con diverse metodiche
immunochimiche, delle quali I'ELISA (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) € la piu utilizzata, per i
costi contenuti, la semplicita di esecuzione e |’ accu-
ratezza diagnostica (sensibilita e specificita del
95%). Quest’ ultima & una caratteristica che e forte-
mente influenzata dalla natura della preparazione
antigenica e dal valore di cut-off scelto per definire
la positivita cio & anche stato motivo di grande con-
fusione sul valore diagnostico di questo test accen-
dendo una sorta di diatriba internazionale fra soste-
nitori e non della sierologia. 11 problema principale
risiede nel fatto che nel corso degli anni si € assistito
ad un vero e proprio fiorire di sistemi cosiddetti sie-
rologici, molti dei quali immessi sul mercato senza
le necessarie prove di valutazione. La piu grossa
confusione hariguardato i sistemi sierologici quanti-
tativi, ossiai metodi EIA, e quelli qualitativi, ossiai
saggi al lattice. Quest’ ultimi si sono diffusi per via
del loro basso costo, per il fatto che erano rapidi, po-
tendo essere eseguiti anche direttamente nello studio
del medico di base (si potevano eseguire anche su

una goccia di sangue intero). Tuttavia la efficacia
diagnostica di questi test era assai discutibile e ben
presto € stato relegato loro un modesto significato
(112). Di altra natura é stato il problema che concerne
la sierologia eseguita con i metodi EIA. Questi me-
todi vanno, infatti, distinti in saggi di primae di se-
conda generazione. | primi utilizzano estratti antige-
nici derivati da sonicati di H. pylori in toto che spes-
SO Cross reagiscono con gli antigeni di Campylobac-
ter coli edi C. jgjuni. | secondi utilizzano miscele di
uno o pitl antigeni acido estratti e purificati che con-
sentono di ottenere valori di specificita e sensibilita
decisamente piu soddisfacenti e che devono pertanto
essere considerati d’' elezione quando si voglia ese-
guire una valutazione dello status sierologico di un
paziente dispeptico e quando si voglia monitorare
I’andamento anticorpale post-terapia eradicante
(33). L'utilizzo della sierologia nel monitoraggio
della terapia eradicante a breve termine é relativa-
mente limitato, dal momento che |’ eradicazione del
microrganismo si accompagna ad una lenta riduzio-
ne del titolo di 1gG, circa pari a 20% dopo sei setti-
mane e del 50% dopo sei mesi. Riduzione che ¢, tut-
tavia, preddittiva del successo terapeutico (17). L' ul-
timo aspetto riguarda i test EIA che consentono la
ricerca di anticorpi specifici anti-CagA. Si tratta di
sistemi molto specifici e utili per una valutazione ra-
pida dell’ espressione di cag A e quindi per la valuta-
zione del rischio, in paziente infetto da H. pylori, di
evoluzione verso I'ulcera o verso il cancro. Il loro
valore, a fini di uno screening pre-endoscopico, ri-
mane ovviamente assai discutibile, dato che solo il
40% degli stipiti di Helicobacter risulta CagA+
(36).

Di piu recente introduzione il saggio EIA per lari-
cercadi H. pylori direttamente nelle feci del pazien-
te. E' un saggio dal futuro promettente i cui risultati
hanno un valore diagnostico e consentono di moni-
torare larisposta alla terapia, gia a quattro settimane
dalla fine della terapia stessa. Si tratta di un saggio
immunoenzimatico qualitativo per laricerca dell’ an-
tigene di H. pylori nei campioni fecali. Presenta una
buona accuratezza diagnostica con una sensibilita
compresa fra 84-100% ed una specificita compresa
fra il 93-100%. Percentuai variabili in relazione al
campione di popolazione esaminata, ossia a seconda
se trattasi di screening preendoscopico o di monito-
raggio post-terapia. Anche in questo caso sono se-
gnalati falsi negativi da interferenza farmacologica,
soprattutto se il paziente ha assunto farmaci nelle
due settimane che precedono il prelievo (34).

Di fronte agli indubbi vantaggi |e metodiche non-in-
vasive devono, tuttavia, confrontarsi con il valore
delle indicazioni che derivano dall’indagine endo-
scopica (esofago-gastroduodenoscopia). Questa rac-
chiude in se I’ osservazione diretta della condizione



della mucosa gastrica (consentendo il prelievo di
materiale bioptico nel punti ove condizioni di iper-
emia o di erosione facciano supporre la presenza del
microrganismo), la possibilita di un attento esame
istologico e colturale dei frammenti bioptici esami-
nati, nonché la possibilita d’ eseguire un test rapido
dell’ureasi. Solitamente sono tre o quattro i siti ga-
strici sottoposti a prelievo bioptico ed indagati per la
presenza di H. pylori: antro, angulus, corpo e talora
duodeno. Su questi frammenti si puo allestire un test
per il saggio rapido dell’ureasi (Clo-test, CP-test,
HUT test ecc), e al contempo inviarne altri al labora-
torio di istologia e di microbiologia per le rispettive
diagnosi. Per la diagnosi istologica la tipica morfo-
logiadi H. pylori ei rapporti ben definiti con la mu-
cosa gastrica sono in genere sufficienti per una cor-
retta identificazione. L’ esame istologico rappresenta
quindi un sistema semplice ed attendibile per I’iden-
tificazione del batterio. Numerose sono anche le
possibili colorazioni impiegate: la Warthin-Starry
permette ad esempio un’ottima visualizzazione del
microrganismo attraverso un’impregnazione argenti-
ca dello stesso. La colorazione Giemsa é quella
maggiormente impiegata per la semplicita di esecu-
zione per i suoi bass costi e per il fatto che comun-
gue presenta risultati sovrapponibili con la prece-
dente. Mentre é scarsamente impiegata la colorazio-
ne Gram sugli strisci di mucosain quanto I'H. pylori
s colora scarsamente e il metodo presenta una mo-
desta sensibilita. L’ esame istologico con la colora
zione ematossilina-eosina € il piu appropriato so-
prattutto per effettuare la valutazione della gastrite.
La scelta della tecnica dipende dalle disponibilita
del laboratorio e dalle preferenze dell’istopatol ogo.
E’ pratica comune associare due tipi di colorazioni
quali per esempio: Giemsa e ematossilina/eosina
(32). Trai possibili aspetti negativi di questa meto-
dicavi eil fatto cheil risultato sia comunque condi-
zionato dall’ esperienza dell’ osservatore, dalla quali-
ta e dalle sede dei prelievi effettuati e che necessiti
di tempi lunghi di processazione. Risente, inoltre,
anch’essa degli effetti interferenti della terapia con
antibiotici ed antisecretori, soprattutto se effettuate
in vicinanzatemporale con il momento del prelievo.

Abbinamento auspicabile € quello dell’ esame istolo-
gico con quello microbiologico, che rappresenta per
molti il “gold standard”. L’esame colturale presenta
una sensibilita pari a 100% e consente di tipizzare
gli stipiti isolati e da un punto di vista biochimico e
da un punto di vista genetico mediante lo studio del
locus PAI o di quello di vacA. Offre, soprattutto, la
possibilita di saggiare gli stipiti isolati nellaloro an-
tibiotico sensibilitd, consentendo di impostare una
terapia eradicante mirata, soprattutto per quei pa-
Zienti che presentano alergie ai farmaci delezione
utilizzati per I’ eradicazione del microrganismo (37).
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A tal proposito va detto che non esiste ancora un si-
stema standardizzato per I’ esecuzione dell’ antibio-
gramma a causa della lenta crescita del microrgani-
smo e per la necesita di incubazione in atmosfera
microaerofila. E’, tuttavia, pratica comune ricorrere
all’impiego degli E-test la cui accuratezza e riprodu-
cibilita e stata dimostrata (30). In vitro, I'H. pylori
sensibile alle cefalosporine ed alle penicilline, ai
macrolidi, alle tetracicline ai nitroimidazolici, nitro-
furani, ai chinoloni nonché ai sali di bismuto ed agli
inibitori della pompa protonica. Mentre € intrinseca-
mente resistente verso gli H2 bloccanti (cimetidinae
ranitidina) e nei confronti di polimixina e trimetho-
prim (1). Le conseguenze della resistenza antimicro-
bica sull’ efficacia della terapia sono varie e non
sempre prevedibili. Per esempio la resistenza ai ni-
troimidazoli (metronidazolo e tinidazolo) & molto
variabile, oscillainfatti fra 11-70% (37). La variabi-
lita € in gran parte legata ala regione geografica di
provenienza dell’individuo, in quanto nel paesi del
terzo mondo afflitti da numerose infezioni protozoa-
riche in cui e estremamente diffuso I’uso di nitroi-
midazolici, la percentuale di resistenza sfiora il 95%
(24).

| meccanismi di resistenza verso questo gruppo di
molecole non sono ancora stati determinati, proba-
bilmente sono legati a fatto che in condizioni di mi-
croaerofilianon s raggiunge il potenziale redox suf-
ficientemente negativo da consentire la trasforma-
zione del metronidazolo nel suo metabolita attivo,
cosi come potrebbe essere implicata una mutazione
puntiforme nel locus recA. Laresistenza ad altre fa-
miglie di antibiotici si registra assai di rado. Per
esempio i macrolidi (tra cui la claritromicina, molto
usata nella terapia eradicante) sono generalmente at-
tivi e guando somministrati in terapia combinata con
il metronidazolo ne mitigano perfino la resistenza.
Quando presente, la resistenza alla claritromicina, &
dovuta ad una mutazione con transizione daA a G
nella posizione 2515-2514bp del 23SrRNA, resi-
stenza che si presenta in circa il 10% degli isolati
(28). Da uno studio recente si evidenzia che un altro
probabile meccanismo di resistenza verso questo
gruppo di molecole, che sarebbe ala base soprattut-
to dellaresistenza intrinseca di H. pylori, prevede la
presenza di pompe di efflusso non energia dipenden-
ti espresse soprattutto in vivo (4). Lo studio dell’ an-
tibiotico resistenza non € solo utile, ma di vitale im-
portanza per la sua efficacie eradicazione. Studio
che si deve necessariamente fondare sull’impiego
dei metodi tradizionali, ma e fortemente consigliato
procedere anche mediante |I'impiego di tecniche di
amplificazione molecolare, consentendo, quest’ ulti-
me di esaminare la variabilita genetica di questo mi-
crorganismo che non solo & associata alla diversa
patogenicita degli isolati, ma anche alla comparsa



Diagnosi rapidadi infezione daH. pylori

dellaresistenza agli antimicrabici (9).

In questo senso prolifica & la letteratura riguardante
la applicazione di tecniche di amplificazione. Utiliz-
zate in principio soprattutto per lo studio della varia-
bilita genetica di alcune regioni genomiche di H.
pylori ritenute importanti ai fini della conoscenza
del meccanismi patogenetici. Era il caso di quelle
tecniche che riguardavano il locus vac A e di tutti i
suoi alleli, o quelle che riguardavano la PAI e cag.
Frutto della ricerca di base, costituiscono oggi un
punto di riferimento per i clinici in quanto fornisco-
no indicazioni predditive sull’andamento della ma-
lattia da H. pylori (2, 6, 35). Accanto ad esse meto-
diche molecolari pit comuni, non meno importanti,
che prevedono I'amplificazione di regioni quali
ureA, ureB ovvero di porzioni del 16S rRNA alta-
mente specifiche per I'H. pylori. Consentono di rive-
lare anche cariche batteriche molto modeste, talora
direttamente nel campione clinico. E' noto, infatti,
che la Polymerase Chain Reaction (P.C.R.) in tutte
le sue possibili variazioni, sia una tecnica molto spe-
cifica e molto sensibile (sensibilita e specificita pari
al 100%). Tanto che almeno in linea teorica sia pos-
sibile I'amplificazione e quindi la rilevazione anche
di una sola copia genomica. Nella realta, tuttavia, il
limite di sensibilita & piu elevato, in quanto I’ effica-
cia della amplificazione viene fortemente influenza-
ta dalle tecniche di estrazione del DNA, che inevita-
bilmente riducono il numero di copie genomiche di
partenza, e dalla presenza di inibitori della reazione,
che possono essere presenti nel campione clinico.
Pertanto, I’ efficienza della reazione s ridimensiona
e lasensibilita del metodo difficilmente supera quel-
la della coltura, ossia circa il 95%, per scendere, in
campioni che per loro natura contengono NnuMerosi
inibitori dellaTaq polimerasi, fino all’ 84% (9,35).
Anche I'introduzione di possibili varianti sul tema
come emi-nested, nested-PCR o Reverse Transcrip-
tase PCR (RT-PCR) non ha di molto modificato la
reatade fatti. Tuttavia, nonostante i problemi legati
alla standardizzazione del metodo, la potenziaita di
guesto sistema € indubbia e cio & dimostrato dall’ e-
videnza che la maggior parte dei laboratori referen-
Ziati, sia di diagnostica microbiologica che di ricer-
ca, S e organizzata allestendo tecniche molecolari in
parallelo con le metodiche piu tradizionali.

Scopo di questo lavoro € proprio quello di descrive-
re una nuova metodica di amplificazione molecolare
(PCR), messa a punto nel nostro laboratorio, e di
comparare i risultati forniti con quelli di tecniche
piu convenzionali standardizzate, ossia: metodo col-
turale (includendo in lo studio della farmaco
sensibilita degli isolati), esame istologico, ricerca
dell’ antigene fecale e sierologia. Quest’ultima in
particolare volta sia ala determinazione del titolo di
immunoglubuline di classe IgG, nonché alla ricerca

di immunoglubuline specifiche prodotte verso Cag
A.

La nostra metodica, in particolare, prevede I’ampli-
ficazione di una particolare porzione genica, ossia
23S rRNA, questo in quanto la finalita della reazio-
ne non e solo quella di mettere a punto una tecnica
che ci consenta la diagnosi rapida di H. pylori diret-
tamente dal campione bioptico, ma anche di poter
studiare eventuali mutazioni in questo locus che po-
tessero essere fonte di resistenza ai macrolidi.

Materiali e metodi

Nello studio sono stati arruolati 186 pazienti dispep-
tici (con eta media 45anni), che si erano recati pres-
so I'ambulatorio di Gastroenterologia della Cattedra
di Clinica Medica dell’ Universita degli Studi di Ro-
ma “Tor Vergata’, presso I’ Ospedale S.Eugenio di
Roma.

Nel corso della esofago-gastroduodeno endoscopia
si procedeva al prelievo in doppio di ailmeno tre
frammenti di mucosa gastrica: antro, corpo e duode-
no; talora includendo anche la porzione relativa al-
I’angulus. Nel caso in cui il paziente non presentasse
all’ esame endoscopico nessuna lesione evidente del-
la mucosa si procedeva con il prelievo di un solo
frammento proveniente dall’ antro. | campioni, con-
servati a +4°C in soluzione fisiologica sterile, veni-
vano consegnati al nostro laboratorio (Cattedra di
Micrabiologia Clinica, “Universita di Tor Vergata’)
ed aquello di Istologia (della medesima Universita)
entro le 6 ore dal momento del prelievo (9).

Nel corso della medesima seduta a paziente veniva
effettuato un prelievo di sangue venoso per |’ esecu-
zione dei saggi sierologici, e venivarichiesta la con-
segna di un campione di materiale fecale, per lari-
cerca dell’antigene di H. pylori. Consegna che co-
munque doveva avvenire prima dell’inizio di una
qualunque terapia.

Esame colturale

All’arrivo in laboratorio il frammento di biopsia ga-
strica veniva prontamente seminato su terreno di
coltura selettivo preparato di recente. Si tratta dell’ -
Helicobacter pylori Medium nella formulazione
Dent Agar (Oxoid) addizionato della miscela seletti-
va (costituita da 5,0 mg di vancomicina, 2,5 mg di
trimetoprim lattato, 2,5 mg di cefsuldina, 2,5 mg di
amphotericina B; per 500ml di terreno) e del 7% di
sangue defibrinato sterile di cavallo. Il frammento
bioptico veniva prima strisciato sulla superficie del
terreno e poi utilizzato per I’ esecuzione del test del-
I"ureasi. Le piastre cosi seminate venivano incubate
a36 + 1°C in presenza del 95% di umidita ed in at-
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mosfera microaerobia (10% CO,, 5% di Oy, 85%
N») utilizzando giare e buste per microaerofilia
(Campy-gen; Oxoid). La crescita si dimostrava ap-
prezzabile gia dopo 3-5 giorni di coltura, tuttavia i
campioni venivano considerati negativi solo al ter-
mine del 21° giorno di incubazione. Come controllo
di qualita del metodo colturale, per ogni serie di
biopsie esaminata si introduceva un ceppo di refe-
renzainternazionale ossia H. pylori proveniente dal-
I’ American Type Culture Collection ATCC 43504.

| dentificazione degli isolati

Gli stipiti isolati venivano sottoposti a sub-coltura su
terreno non selettivo a fine di evidenziare possibili
colture miste. L’ identificazione presuntiva era con-
dotta sulla base della morfologia evidenziata nella
reazione Gram, della prova della catalasi e dell’ ossi-
dasi. L’identificazione definitiva veniva effettuata
mediante I’ utilizzo di un sistema commerciae stan-
dardizzato: APl CAMPY (bioMérieux).

Studio della farmaco sensibilita-Determinazione
dellaMIC

Gli antibiotici utilizzati per saggiare la farmaco sen-
sibilita degli isolati sono stati scelti in relazione ai
farmaci utilizzati nella terapia eradicante, seguendo
le indicazioni Consensus Conference of Maastrict:
Claritromicina (CH), Amoxicillina (AC), Metronida-
zolo (M2Z) e Tetraciclina (TC) (27). La MIC é stata
determinata utilizzando gli E-test (AB biodisk, Sol-
na, Sweden). Nel dettaglio la procedura prevedeva, a
partire dagli isolati provenienti da una colturain fase
esponenziale, la preparazione di un inoculo batterico
di opacita corrispondente_al punto 2 della scala
McFarland (circa 2 x 108 CFU/ml) in Brucella
Broth (Oxoid). La sospensione batterica cosi allesti-
ta veniva utilizzata per inoculare in superficie Mul-
ler-Hinton Agar (Oxoid) addizionato del 10% di
sangue lisato sterile di cavallo e distribuito in piastre
di 10cm di diametro. Per la semina si ricorreva a-
I’impiego di tamponi di cotone sterili, che immersi
nell’inocul o batterico venivano poi strisciati sullain-
tera superficie del terreno, seguendo tre direzioni,
ciascuna ruotata rispetto alla precedente di circa 60°.
Cio assicurava una crescita omogenea e confluente,
ideale per la lettura dell’ antibiogramma. Le piastre
inoculate venivano lasciate asciugare per 5-15 min e
quindi si procedeva al’ applicazione, usando gli ap-
positi dispenser, delle strisce degli E-test. Per ogni
isolato s allestivano 4 piastre, una per ogni moleco-
latestata, ed in ciascuna piastra si applicava una stri-
scia contenente I antibiotico. Trascorsi tre giorni di
incubazione in atmosfera umida e microaerobia a 36
+ 1°C s apprezzavano gli aloni di inibizione ottenu-
ti. Tali aloni consentivano di risalire alla Minima
Concentrazione Inibente (MIC), determinata dall’ in-
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tercetta dell’ alone medesimo sulla striscia degli E-
test. | valori di riferimento, per stabilire laresistenza
alle quattro molecole studiate, derivano dalla lettura-
turainternazionale (8, 30).

Test dell’ ureasi su frammento bioptico

Il frammento bioptico, dopo semina su terreno selet-
tivo, veniva quindi trasferito in 100 pl di Urea-broth
(bioMérieux). Data la massiccia produzione di urea-
si ad opera di questo microrganismo, la prova mo-
strava la sua positivita (viraggio al rosa-fucsia del-
I"indicatore, rosso fenolo, presente nel medium, do-
vuta al’idrolidi dell’ urea presente nel mezzo in am-
monio e anidride carbonica) gia pochi minuti dopo
I"incubazione e comungue entro la prima ora di in-
cubazione. Per i negativi si prolungava I’ incubazio-
ne fino ad un massimo di 24h (9).

Esame istologico

| frammenti bioptici erano conservati nella soluzio-
ne di Carnoy fino all’alestimento della colorazione
con ematossilinaeosina (9, 24).

Saggi sierologici quantitativi

Pyloriset EIA-G (Orion)

| campioni di sangue, provenienti dai pazienti inclu-
si nello studio, venivano centrifugati per ottenere il
siero a 3,000 x g per 10 min. Il siero veniva congela
to a -20°C e scongelato una sola volta al momento
dell’ allestimento dei saggi EIA. In particolare per la
determinazione del titolo delle immunoglobuline di
classe G (1gG) s utilizzava il sistema commerciale
Pyloriset EIA-G (Orion) seguendo le indicazioni
fornite dalla casa produttrice. Si considerano positivi
i pazienti con un titolo anticorpale = 300.

Saggio sierologico per la ricerca di anticorpi anti-
Cag A

CagA 19G EIA well (Radim; Angleur, Belgio). Il si-
stema & basato sullarivelazione di anticorpi specifici
anti-CagA utilizzando un sitema immunoenzi matico
che utilizza un anticorpo marcato con perossidasi. |
campioni di siero, diluiti 1:300 con una soluzione
diluente fornita dal sistema, vengono dispensati in
misuradi 100 Yl per micropozzetto. Anche in questo
caso si procedeva seguendo le indicazioni fornite
dalla casa produttrice. Si considerano positivi i cam-
pioni con valori >15 UR/ml e negativi i campioni
con valori <15UR/ml.

Saggio EIA per la ricerca dell’antigene di H. pylori
nelle feci

Premier Platinum H.pylori SA (Meridian Diagno-
stic; USA) (38). Il campione consegnato al laborato-
rio, veniva conservato chiuso a 2-8°C fino a mo-
mento dell’ esame che doveva avvenire entro le 72
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ore dal momento della raccolta. Alternativamente i
campioni dovevano essere conservati in congelatore
a-20°C 0 -80°C d fine di scongiurare la digestione
proteolitica dell’ antigene di H. pylori ad opera delle
proteasi naturali presenti nelle feci. Il sistema utiliz-
za un anticorpo policlonale anti-H. pylori adsorbito
su micropozzetti. | pozzetti dopo |’ aggiunta del
campione diluito (il diluente € costituito da una so-
luzione tampone contenente Thimerosal 0,02%) e di
un anticorpo policlonale coniugato con perossidasi
di rafano, vengono incubati per un’ ora a temperatura
ambiente. Viene poi effettuato un lavaggio per elimi-
nare il reagente in eccesso (il tampone di lavaggio e
costituito da tampone fosfato 180 mM pH 6,8). Do-
po aggiunta del substrato la micropiastra viene incu-
bata per 10 minuti a temperatura ambiente. In pre-
senza di enzima legato, si ha sviluppo di colore. Do-
po aggiunta della soluzione di arresto (acido solfori-
co 2N), si procede ala lettura visiva o spettrofoto-
metrica dei risultati. Si legge a 450nm e si conside-
rano positivi tutti i campioni con O.D.45q = 0.160.
Per ogni saggio s alestiscono un controllo positivo,
costituito da H. pylori ATCC 43504 inattivato alla
concentrazione di 37,5 mg di proteina/ml, e control-
|0 negativo.

Estrazione degli acidi nucleici

Al fine di procedere con lareazione di amplificazio-
ne molecolare le biopsie del pazienti sulle quali era
stato effettuato il test dell’ ureasi venivano sottoposte
a un doppio lavaggio in PBS (Phosphate Buffered
Saline: 8gr NaCl, 0,2 gr KCl, 1,73 gr NapHPOy4
H»0, 0,24 gr KH5PO,) centrifugando il campione a
6000 x g per 10 min. Il pellet costituito da frammen-
to di mucosa gastrica e batteri veniva risospeso in
300 W di una soluzione di lisi (20mM Tris-HCI pH
8.0, 0,5% Tween 20) contenente 7.5 Wl di una solu-
zione di Proteinasi K (10mg/ml). Il tutto veniva in-
cubato per 1 h a 60°C. Al termine dell’incubazione
la proteinasi veniva inattivata a 95°C per 10 min
(25).

Tecniche di amplificazione molecolare:

Polymerase Chain Reaction del campione
Lareazione si svolgeva in un volume finale di 50l
in cui erano presenti:10 pl del lisato del campione.
Primers Hpl e Hp2 rispettivamente alla concentra-
zione finale di 100 pmol/pl (MWG-Biotech AG ) La
CuUi sequenzaviene riportata di seguito:

Hpl forward
5-CCA-CAG-CGA-TGT-GGT-CTC-AG-3
(2191-2210; U27270 Gene Bank) Ty, = 61,4°C
Hp2 reverse
5-TGT-GTG-CTA-CCC-AGC-GAT-GCT-C-3
(3182-3161; U27270 Gene Bank) Ty, = 64,0°C
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Taq polimerasi 2.5 U e Buffer di reazione (50 mM
di KCI, 10mM Tris-Cl pH 9.0, 1.5 mM MgCI2)
(Amersham Pharmacia Biotech) dATP, dCTR, dGTPR,
dTTPciascuno alla concentrazione finale di 200 mM
(Perkin Elmer); H>O bidistillatag.b a50 pl.

La reazione si componeva di una fase di denatura-
zione di 5 minuti a 94°C, e di 35 cicli di amplifica-
zione, in cui si succedevano: denaturazione 94°C per
1 min, annealing 55°C per 1 minuto, estensione
72°C per 1 minuto. Al termine dei cicli 7 minuti di
estensione a 72°C e quindi mantenimento a +4°C fi-
no al controllo degli amplificati.

Controllo di specificita

Al fine di dimostrare la specificita della reazione ed
evitare I'interferenza dovuta a campioni falsamente
positivi, si e allestita una reazione di amplificazione
nelle medesime condizioni descritte per i lisati delle
biopsie gastriche, maintroducendo al posto del cam-
pione 10yl di lisato di una coltura batterica (ottenuto
applicando la stessa metodica di estrazione gia de-
scritta per i frammenti bioptici) di alcuni stipiti ap-
partenenti a generi vicini al’H. pylori com’e il caso
di H. heilmannii (ATCC 49286) e di Campylobacter
jejuni (ATCC 33291), che peraltro possono essere
causa con H. pylori di coinfezione rispettivamente
nello stomaco e nel duodeno; ovvero di altre specie
divergenti come Staphylococcus aureus (ATCC
25923) ed Escherichia coli (ATCC 25922). Inoltre,
per scongiurare |’ evenienza di falsi negativi, su tutti
i campioni negativi veniva ripetuta la reazione di
PCR, partendo pero da 1ul della prima reazione di
amplificazione. In tutte le reazioni si introduceva un
controllo negativo, in cui a posto del lisato si ag-
giungevano, alla miscela di reazione, 10 ul di H,O
sterile ed un controllo positivo costituito da 10 ul di
lisato di una coltura batterica di H. pylori ATCC
43504, la reazione si conduceva nelle medesime
condizioni.

Controllo di amplificabilita

Per il controllo di amplificabilita, volto ala ricerca
di una porzione genomica conservata codificante per
la b-actina, la reazione si svolgeva secondo quanto
descritto da Ponte et a. (31).

Rivelazione dei DNA amplificati

Note le dimesioni del frammento di DNA amplifica
to (842 bp), i prodotti della reazione venivano con-
trollati mediante corsa sul gel d'agarosio a 2% in
TAE 1% (0.04 M Tris-acetato, 0.001 M EDTA pH
8). Il DNA veniva rivelato mediante |’ aggiunta nel
gel di un agente intercalante (bromuro d'etidio) ala
concentrazione di 0.5 pg/ml e visualizzato a transil-
luminatore (UV 312nm). || numero di coppie di basi
(bp) degli amplificati veniva controllato impiegando
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in ogni corsa un marcatore (GeneRuler 100bp DNA
Ladder Plus).

Per verificare che I’amplificato corrispondesse real-
mente ad una porzione del genoma di H. pylori, e
per accertare la presenza/assenza della mutazione
responsabile della resistenza alla claritromicina sono
state effettuate reazioni di sequenza sugli amplificati
e sul controllo positivo di H. pylori ATCC 43504.

A tal proposito il DNA amplificato e stato exciso dal
gel d agarosio e purificato con QIAquick (Quiagen,
Genenco).

Sequenziamento degli amplificati

II DNA purificato e stato utilizzato per la successiva
reazione di sequenza, che prevedeva l’'impiego di un
kit commerciale: ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems-Perkin Elmer) che sfrutta il principio
dellareazione di marcatura a terminazione di catena
(2). Lamisceladellareazione di sequenza prevedeva
I’aggiunta di 3 ul di: Terminator Ready Reaction
Mix per 100 ng DNA campione, primer Hpl alla
concentrazione finae di 3.2 pmol, H>O bidistillata
gb a20 pl.

| campioni cosi ottenuti venivano posti in un termo-
ciclatore, nelle seguenti condizioni:- denaturazione
95°C per 2 minuti ( per un solo ciclo), -successivi 25
cicli con denaturazione a 96°C per 10 secondi, an-
nealing 50°C per 5 secondi, estensione 60°C per 4
minuti. | campioni cosi sequenziati venivano purifi-
cati con la colonnina Autoseq G-50 (Amersham
Pharmacia Biotech Inc) ed analizzati mediante
“Analizzatore genetico a capillare” ABI PRISM 310
(Perkin EImer).

Risultati

Ladiagnosi di infezione da H. pylori si & basata sui
risultati combinati forniti dai saggi ritenuti “gold
standard” diagnostico, ossia: istologia, test rapido
dell’ureas e coltura. Sono stati, pertanto, considerati
H. pylori-positivi tutti i pazienti con almeno due
saggi positivi del tre presi come riferimento (23).

In totale dei 186 pazienti esaminati, 68 sono risultati
H. pylori-positivi e 120 sono stati definiti negativi.
In tabella 1 sono riportate le osservazioni endoscopi-
che relative ai 68 pazienti H. pylori-positivi. Nella
tabella 2 sono riportati i referti endoscopici riferibile
ai 120 pazienti negativi.

P.C.Re " gold standard”

Per i 68 campioni provenienti dai pazienti H. pylori-
positivi abbiamo ottenuto una concordanza del
100% fra la nostra metodica di amplificazione
(PCR) e i metodi presi come riferimento. Tenendo,
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Tabella 1. Osservazioni endoscopiche dei pazienti H. pylori-
positivi.

Referti endoscopici n. pazienti
Normale 29
gastrite 14
cicatrici 6
ulcera gastrica 6
ulcera duodenale 1
erosioni 7
ipermia mucosale 3
ernia iatale 1
esofagite 1
Totale 68

Tabella 2. Osservazioni endoscopiche dei pazienti H. pylori-
negativi.

Referti endoscopici n. pazienti
Normale 69
Gastrite 7
Cicatrici 7
Ulcera gastrica 5
Ulcera duodenale 2
Erosioni 15
Ipermia mucosale 7
Ernia iatale 1
Carcinoma gastrico 2
Metaplasia 1
Esofagite 4
Totale 120

tuttavia, presente che I’ efficacia diagnostica del no-
stro metodo € risultata superiore ai saggi di riferi-
mento, quando quest’ ultimi venivano valutati singo-
larmente. Infatti, I’istologia ha fornito 4 falsi negati-
vi, il metodo colturale ha fornito 7 falsi negativi
(unica eccezione facilmente spiegabile, due pazienti
risultati negativi alla coltura, ma che avevano assun-
to farmaci anti-acido nell’immediata vicinanza al
momento del prelievo), il test dell’ureasi ha fornito
9 fasi negativi (due dei quali probabilmente soggetti
alla medesima interferenza farmacologica gia evi-
denziata per la coltura) (figura 1). La PCR ha con-
sentito, atresi, di individuare trai 120 campioni ne-
gativi ben 11 pazienti, che in reata dovevano essere
considerati infettati daH. pylori.

Per 109 campioni dei pazienti definiti H. pylori-ne-
gativi s nota una completa sovrapponibilita dei ri-
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Figura 1

sultati dei saggi di riferimento con quelli ottenuti
con la PCR, che, infatti, non ha fornito amplificati
rivelabili.

Per i rimanenti 11 (6 dei quali positivi a solo test
dell’ureas) la PCR ha mostrato la sua vera efficacia
diagnostica fornendo amplificati evidenti per 7 cam-
pioni e molto modesti, tanto che & stato necessario
una seconda amplificazione, per 4 di questi. Cio e
anche in linea con i referti endoscopici che si ac-
compagnavano atali campioni e che vedevano i pri-
mi sette pazienti con lesioni evidenti (ulcera, gastri-
te, erosioni, ecc.) i rimanenti quattro con un referto
endoscopico nella norma. Indice quest’ ultimo di
probabile infezione iniziale ovvero di una infezione
efficaciemente contrastata dall’ ospite dato che per
tutti e quattro si rilevavano elevati titoli anticorpali.
A sostegno della attendibilita dei dati forniti dal no-
stro metodo vi sono i dati forniti dalle prove di am-
plificabilita e di specificita eseguite. In figura 2.3 so-
no riportate le foto delle corse su gel d’ agarosio di
alcuni campioni positivi unitamente alle prove di
specificita ed amplificabilitain oggetto.

La prova di amplificabilita, eseguita per ogni lisato
di frammento bioptico, ha consentito di verificare
I"assenza di inibitori di reazione, che potessero esse-
re causa di campioni falsamente negativi (come si
puo facilmente evincere dalla foto in virtu della pre-
senzadi amplificati chiaramente rilevabili).

La prova di specificita ha consentito, invece, di di-
mostrare la specificita della nostra reazione di am-
plificazione. Come si puod notare osservando la figu-
ra 2, infatti, non si sono ottenuti amplificati con i li-
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sati di specievicinead H. pylori (com’éil caso di H.
heilmannii e C. jejuni) né di specie geneticamente
divergenti, ma che potevano essere presenti come
contaminanti nel campione esaminato (S. aureus ed
E. coli). Cio esclude la possibilita di falsi positivi.
Possiamo escludere la presenza di falsi-negativi in
guanto nessun campione, risultato negativo, sottopo-
sto are-amplificazione ha fornito amplificato.
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PC.ReHpSA

| risultati del saggio EIA per laricerca dell’ antigene
fecale di H. pylori, hanno avuto solo un valore pre-
suntivo in quanto solo 19, frai pazienti positivi, ha
provveduto alla consegna delle feci. Tuttavia, dei 19
campioni esaminati 15 erano concordi con la dia-
gnosi in PCR e con i sistemi di riferimento, mentre i
rimanenti 4 erano avevano fornito risultati in disac-
cordo siacon i sistemi di riferimento che coni siste-
mi sierologici e la PCR (falsi-negativi). Anche per il
gruppo di pazienti H. pylori-negativi, non e stato
possibile effettuare una valutazione completa del
saggio HpSain quanto solo 29 pazienti hanno prov-
veduto alla consegna di un campione fecale. Di que-
sti 11 sono risultati positivi e 18 negativi. Tragli 11
positivi, 4 erano risultati positivi anche alla PCR.
Per questo gruppo di pazienti, pertanto, il saggio
HpSA s é dimostrato utile e sicuramente con un va-
lore predditivo di infezione, 7 campioni rimangono
come probabili falsi-positivi (34).

P.C.R esierologia

Tutti i pazienti definiti positivi (68) e risultati positi-
vi anche alla PCR presentavano titoli anticorpali ele-
vati (1gG totali), mentre solo 28 di (28/68; circa
il 42% dei pazienti) presentavano anticorpi anti-Ca-
gA, in linea con quanto riportato dalla letteratura in-
ternazionale (11, 36).

Mentre, come era facilmente prevedibile, si notano
aspetti interessanti per quel che concerne i campioni
provenienti dai pazienti definiti H. pylori-negativi,
in quanto ben 42 pazienti presentavano una certa
discordanza di dati. Negativi, come detto alla coltura
ed all’esame istologico e talora al test rapido dell’ u-
reasi, presentavano, tuttavia un certo movimento an-
ticorpale. In particolare di questi 42:
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-16 pazienti presentavano titoli anticorpali significa-
tivi sia per le 1gG totali che per le IgG anti CagA
(traquesti 11 pazienti, circail 70%, mostravano una
condizione normale della mucosa gastrica, i rima-
nenti 5, ossia il 30%, presentavano segni modesti di
gastrite 0 pit in generale erosioni lievi della mucosa
medesima). In questo gruppo due pazienti (con le-
sioni mucosali) risultavano positivi a saggio di am-
plificazione molecolare. Pazienti che presentavano
positivita anche al test rapido dell’ ureasi ed alla ri-
cercadell’ antigene fecale.

-20 pazienti presentavano solo elevati titoli di 1gG
totali ma non 1gG antiCagA. In questo gruppo circa
il 55%, ossia 11 pazienti presentavano una mucosa
gastricanormale, il 30%, ossia 6 pazienti manifesta-
vano estese zone di iperemia, erosioni significative,
ulcera e gli ultimi due, ossia il 10%, presentavano
metaplasia. In particolare, i due pazienti afferenti a
guesto gruppo erano gastroresecati per un carcinoma
gastrico e stavano effettuando un controllo post-in-
tervento.

A quest’ ultimo gruppo appartengono 7 dei campioni
con PCR positiva. Due dei quali accompagnati an-
che dalla positivita per I'antigene fecale e dal test
dell’ ureasi positivo. Altri due campioni risultavano
positivi alla PCR ed a test dell’ureasi. | rimanenti 4
positivi solo alla PCR.

-6 pazienti, infine, presentavano insolitamente un
elevato titolo di 1gG anti-Cag A, ma non IgG totali.
La gran parte di questi presentava un’esame endo-
scopico normale mentre circa il 30% presentava se-
gni di erosione mucosale.

Tra quest’ ultimi fral’ altro trovano posto due pazien-
ti che erano risultati positivi anche allaP.C.R. in as-
senzadi altri marker di infezione.

| risultati per questo gruppo sono riassunti in tabella 3.

Tabella 3. Caratteristiche riassuntive degli 11 pazienti H.pylori-negativi con PCR positiva.

Campione |lIstologia| Coltura | Ureasi PCR IgG tot IgG Feci
anti-CagA

gruppo di erosioni - - + + n + +
16 campioni erosioni - - + + + + +
carcinoma - - + + + - +
carcinoma - - + + + - -
metaplasia - - + + + - +
gruppo di gastrite - - - + + - -
20 campioni normale - - - + + - -
normale - - - + + - -
normale - - - + + - -
gruppo di erosioni - - R N i R -
6 campioni normale - - - + - + -
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P.C.R ed antibiotico resistenza

| 68 isolati provenienti dai campioni risultati positi-
Vi, sono stati caratterizzati biochimicamente. Non s
sono riscontrate significative differenze nei pattern
biochimici presentati dai microrganimi. L’ unica va-
riabilita degna di rilievo riguardava I’ attivita enzi-
matica: trifeni-tetrazolio cloruro reduttasi. Questo
enzima, che secondo |a |etteratura non rientra fra le
attivita tipiche di questo microrganismo, € risultata
positiva nel 24% degli isolati (37). La farmaco sen-
sibilita mostrata dagli stipiti erain linea con quanto
riportato in letteratura (8, 28, 30). Le uniche resi-
stenze apprezzabili sono state riscontrate per la cla
ritromicina e per il metronidazolo, rispettivamente
del 13% e del 29% sul totale degli isolati. Nel caso
della claritromicina, tuttavia, s trattava pit che vere
e proprie resistenze di diminuzione della sensibilita.
Non sono, infatti, state riscontrate MIC superiori ai
2 pg/mi che rappresenta il limite inferiore che defi-
nisce laresistenza (28).

Questi ceppi indagati per la evidenziazione della
mutazione in posizione 2514-2515 bp del 23S
rRNA, non mostravano alcuna mutazione, in figura
4 eriportato il confronto della sequenza ottenuta da
un isolato, che si era dimostrato resistente ala clari-
tromicina, con quella di riferimento presente in ban-
ca dati (Gene-Bank accession number U27270)
(4,28).

Mentre per il metronidazolo la gran parte degli iso-
lati che mostrava resistenza presentava valori di
MIC ben al di sopradel limite di > 8 pg/ml, pari al-
meno a MIC =256 pg/ml (8). Nessuna resistenza é
stata evidenziata per I’amoxicillina, anche questo in
accordo con la letteratura internazionale (30). Le
MIC erano infatti comprese in un range che oscilla-
vafra0,016-5 pg/ml, con la grande maggioranza de-
gli stipiti che si mostrava estremamente sensibile
(MIC< 0,016 pg/ml).

Tabella 4. MIC degli stipiti isolati.
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Situazione ottimale anche per la tetraciclina, per la
quale solo il 4% degli stipiti presentava resistenza
evidente pari a 64 pg/ml (30). In tabella 4 sono ri-
portate le frequenze di farmaco sensibilita per cia-
scuna mol ecola testata.

Antibiotici Sensibile Intermedio Resistente
MIC frequenza MIC frequenza MIC frequenza
Amoxicillina 0,016-0,23 87% 1-5 13% - -
pg/mli pg/ml
Tetraciclina 0,016 87% 2-5 8% 64 5%
pg/mi pg/mi pg/mi
Claritromicina 0,016-0,47 79% 0,5-1 8% 2 13%
pg/mi pg/mi pg/mi
Metronidazolo <4 67% 4-8 4% >8 29%
pg/mi pg/ml pg/mi




16

Discussione

L'H. pylori, come € ormai chiaro, € un patogeno pri-
mario temibile per la serieta delle patologie di cui &
causa diretta o indiretta e per la sua elevata preva-
lenza (6, 10, 20). Tuttavia, € atrettanto evidente co-
me sia complesso ed articolato il suo algoritmo dia-
ghostico. Questo sia per le difficolta oggettive che si
incontrano nella sua coltivazione, sia per il fatto che
I’ unico mezzo diagnostico a tutt’ oggi ritenuto valido
passa inevitabilmente per I’ endoscopia (37, 20, 32).
Unica alternativa valida sarebbe UBT, manellareal-
tade fatti, almeno nel nostro paese, i pazienti acce-
dono con difficolta a questo strumento diagnostico.
Ci0 a causa della scarsita dei centri attrezzati con-
venzionati, che costringono i pazienti a lunghi tem-
pi d’ attesa 0 arivolgers a strutture in regime privati-
stico. L'UBT, inoltre, presenta la grande limitazione
di non fornire nessuna indicazione relativa alla far-
maco sensibilita degli isolati, indicazione questa es-
senziale per |I'impostazione corretta della terapia
eradicante (18). Anche il saggio per laricerca degli
antigeni fecali a fronte di indiscussi vantaggi € una
metodica semplice, poco costosa e hon invasiva, ha
anch’esso la limitazione di non consentire I’isola-
mento del microrganismo e il consenguente studio
della farmaco sensibilita. Puo, tuttavia essere un ef-
ficacie strumento nel controllo post-terapia a breve
distanza (appena quattro settimane dopo la fine del
protocollo farmacologico), consentendo di ridurre il
numero di pazienti che si sottopongono ad endosco-
pia digestiva (34). | metodi sierologici, di seconda
generazione, forniscono indicazioni utili, almeno
nello screenig iniziale (33). E’ accertato, infatti, che
tutti i pazienti che risultano infettati da H. pylori pre-
sentano elevati titoli di immunoglobuline di classe
G. Da solg, tuttavia, la sierologia non puo avere va-
lore diagnostico (11, 33). E’, atresi, dimostrato che
anche nei pazienti eradicati (sia per clearence spon-
tanea del microrganismo che per effetto di una tera-
piafarmacologica) il titolo anticorpale rimane eleva-
to per ameno 6 mesi fino ad un massimo di due an-
ni (7). Nondimeno, la letteratura internazionale (e la
nostra stessa esperienza di laboratorio) ha dimostra-
to che un titolo anticorpale elevato, intendendo per
elevato un valore di gran lunga superiore a cut-off
di positivita del metodo (in media dalle 20 ale 30
volte superiore) &€ comungue indice di una infezione
attiva. Non appena, infatti, il paziente eradica il mi-
crorganismo, il titolo subisce un brusco crollo tor-
nando a valori prossimi o di poco superiori rispetto
al limite che definisce la sogliadi positivita (11, 17).
E questa puo di per sé rappresentare per il clinico
un’indicazione utile, facilmente e rapidamente otte-
nibile.

Il vero valore della sierologia deve essere visto in un
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contesto epidemiologico, per esempio nello scree-
ning di vasti campioni di popolazione, ovvero come
test di affiancamento ai saggi di riferimento
(11,12,17,19). | saggi di riferimento, dal canto loro,
offrono un’efficacia diagnostica inopinabile. 1l loro
valore e difficilmente sostituibile, ma pud essere ve-
rosimilmente eguagliato. L’istologia, per esempio, &
attendibile, ma la sua specificita dipende essenzial-
mente dall’ esperienza dell’ operatore. Richiede, inol-
tre, tempi lunghi per la processazione e la sua sensi-
bilita & fortemente influenzata dal tipo di colorazio-
ne impiegata (32). Spesso, inoltre, per evitare di sot-
toporre il paziente ad un’estenuante prelievo di
frammenti di mucosa gastrica, I'istologo dispone di
una biopsia proveniente da una sede diversa rispetto
aquelle sulle quali si esegue |’ esame colturale. Que-
sto puo essere causa di discrepanze, difficilmente ri-
solvibili, frai risultati dei metodi di riferimento
(24). Per esempio capita spesso che un paziente pre-
senti un’istologico normale, abbia un referto endo-
scopico nella norma, ma si evidenzi la presenza di
H. pylori con il metodo colturale. Il saggio dell’ u-
reasi e il metodo colturale sono fortemente influen-
zati dal fatto che il paziente abbia assunto farmaci
nei giorni che precedono |’ esame endoscopico (20,
19). E' auspicabile, infatti, che la sospensione della
terapia farmacologica mirata all’H. pylori riguardi
almeno i tre mes precedenti, e quella pit generale
(sopratttutto se consistente nell’ assunzione di anti-
biotici) riguardi ameno il mese precedente il prelie-
VO (23). La coltura, rispetto a tutti gli altri sistemi
diagnostici, € I’ unica che consente il reale isolamen-
to del patogeno. Quest’ ultimo pud pertanto essere
sottoposto a tutte le indagini del caso: studio del pat-
tern dlelico di vacA, studio della PAl, nonché studio
dell’ antibiotico resistenza (6,15). Ha, per contro,
tempi lunghi, I'H. pylori nella migliore ipotesi cre-
sce in un periodo di tempo compreso frai 3-5 giorni;
senza considerare il fatto che se ci troviamo di fronte
alla forma coccoide del microrganismo, la coltura
sara sicuramente fallimentare (12, 23, 39). In questo
contesto si inserisce, alora, la diagnosi molecolare:
PCR. Sono interessanti |e esperienze riportate in let-
teratura, ed altrettanto incoraggianti sono stati i risul-
tati ottenuti con la nostra metodica (2, 35).

Il primo aspetto positivo della nostra metodica é che
ci consente sullo stesso frammento (scongiurando
cosi la variabilita fra prelievi) di eseguire in succes-
sione saggio dell’ ureasi, allestimento della coltura
ed amplificazione (previa lisi del frammento mede-
simo). Lavalidita del campione, e quindi la sua pro-
cessabilita ai fini della diagnosi molecolare, € assi-
curata dal fatto che s tratta di un frammento di mu-
cosa gastrica esangue, priva ameno in linea di prin-
cipio di initori della Tag polimerasi. L unico inibito-
re possibile rimane I’ urea contenuta nel medium in
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cui si immerge il frammento per |’ esecuzione del
test dell’ ureasi. Tuttavia, il frammento bioptico dopo
laletturadel test dell’ ureasi, viene accuratamente la-
vato in tampone fosfato e questo consente di allonta-
nare gli eventuali residui di urea. Residui, che nel
caso della positivita del saggio sono pressocché as-
senti, dato che I’ ureasi ha provveduto a scindere |’ u-
rea medesima in ammoniaca ed anidride carbonica.
A sostegno dell’ efficacia del metodo € la concordan-
za del 100% ottenuta sui campioni positivi e la capa
citadi evidenziare ben 11 pazienti, tragli H. pylori-
negativi, da identificare come probabili falsi-negati-
Vi. Su quest’ ultimi, in particolare, si sofferma la no-
stra attenzione dato che la PCR non viene a sovver-
tire una diagnosi certa, ma in reata diventa un sup-
porto a sostegno di altri mezzi diagnostici validati e
standardizzati che avevano gia fatto supporre la pos-
sibilita che questi pazienti potessero essere effetti da
patologie H. pylori associate. Ci riferiamo alla siero-
logia (positiva per la gran parte di con elevato
titolo immunoglobuline di classe G, e positiva come
anticorpi specifici anti-Cag A, per due di essi), a
test dell’ uresi, singolarmente considerato, 0 a sag-
gio EIA per laricercadegli antigeni fecali. Gli stess
rilievi endoscopici per la gran parte di questi pazien-
ti (7/11) depongono a favore di un’infezione H.
pylori-associata. Per quattro pazienti & stata necessa-
ria una seconda amplificazione, in quanto il prodotto
della prima reazione era stato molto modesto. Ma
questo aspetto piu che farci pensare ad una reazione
falsamente positiva ci porta a ipotizzare, anche ala
luce di indicazioni che ci vengono dalla letteratura
internazionale, che si possa trattare di una infezione
iniziale, ovvero di unainfezione efficaciemente con-
trastata dall’ ospite (dato che per tutti e quattro si ri-
levavano €elevati titoli anticorpali) caratterizzata da
una scarsa colonizzazione della mucosa ad opera del
microrganismo e quindi dalla scarsita di DNA stam-
po presente nel campione (9).

Apprezzabile é anche la rapidita con cui € possibile
giungere a diagnosi con la nostra metodica. Dall’ ar-
rivo del campione in laboratorio, infatti, trascorsa
una sola ora per lalettura del test dell’ ureasi (nel ca-
so di un campione positivo I'incubazione si protrae
per 24h) il campione viene prontamente lisato e sot-
toposto in giornata a rezione di amplificazione. Il
che significa che ragionevolmente nell’ ambito di
una giornata lavorativa, a massimo entro le 24 ore
successive, siamo in grado di fornire indicazioni uti-
li per il paziente e per il clinico circa la presen-
zalassenza di H. pylori. Considerando, inoltre, il
tempo necessario per I’ ottenimento dell’ antibio-
gramma tradizionale, circa 6 giorni, contro quello
necessario per I'allestimento della reazione di se-
gquenza con relativa lettura ed interpretazione degli
elettroferogrammi ottenuti (circa 48 ore totali), pos-
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siamo affermare chein sole 72 h si dispone delle in-
formazioni utili sullafarmaco sensibilita

Conclusioni

In conclusione non affermiamo nulla di contrastante
con la letteratura ufficiale nel dire che a tutt’ oggi
non esiste un metodo infallibile per la diagnosi di H.
pylori (9, 19, 20, 26, 32, 37). Anche i metodi di rife-
rimento presentano le proprie limitazioni piu 0 me-
no apprezzabili e la PCR sembra trovare un giusto
ruolo, nel contesto del quadro diagnostico, come
tecnica di sostegno e non & azzardato pensare che
nel futuro possa giungere a soppiantare gli attuali
metodi di riferimento.

La nostra metodica, inoltre, consentendo |’ amplifi-
cazione di una porzione genomica in cui risiede uno
del meccanismi di resistenza alla claritromicing, ci
offre la possibilita, qualorail metodo colturale falis-
se, di prevedere anche la farmaco resistenza del mi-
crorganismo. |l fatto che i nostri isolati non presen-
tassero la mutazione genomica che descrive in lette-
ratura la resistenza alla claritromicina fa supporre la
presenza di altre mutazioni della sequenza del 23S
rRNA che giustificherebbero I’ esistenza di stipiti di
H. pylori che esprimono una modesta resistenza alla
claritromicinae su i quali stiamo attualmente appro-
fondendo gli studi. Si pud pertanto auspicare come
sviluppo futuro quello di allestire altre metodiche di
amplificazione che oltre ad essere specie-specifiche,
combinate assieme consentano uno studio a livello
genico dellafarmaco sensibilita.
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