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IZVLECEK

Antibioti¢no zdravljenje okuzbe z bakterijo Helicobac-
ter pylori (HP) temelji na izkustveni izbiri. Usmerjeno
zdravljenje okuzbe je tezavno, saj z neinvazivnimi
metodami ne moremo dolociti antibiograma. Blato
je neinvazivna kuznina, ki jo uspesno uporabljamo za
dokaz antigena bakterije. Molekularno testiranje
iz blata ni pogosto, rezultati tovrstnih metod so si
v literaturi nasprotujoci. V nasi raziskavi smo zeleli
ugotoviti osnovne znacilnosti detekcije HP in odpor-
nosti za klaritromicin z molekularnim testom v
odrasli populaciji. Izvedli smo laboratorijsko in kli-
ni¢no validacijo PCR testa (TIB Molbiol) za socasno
detekcijo bakterije in odpornosti iz blata. V prvem
delu raziskave smo donorskim vzorcem blata dodali
znane koncentracije razli¢nih sevov povzrocitelja. V
drugem delu raziskave smo nov test primerjali z
obstojecimi invazivnimi testi (histologija, kultura z

antibiogramom, PCR iz bioptata zelodéne sluznice)
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Clarithromycin resistance, Stool testing

ABSTRACT

Targeted treatment of Helicobacter pylori (HP) infec-
tion is problematic, since we are not able to detect
antibiotic resistance with non-invasive diagnostic met-
hods. Molecular methods using stool as a specimen
are rarely used and results are often contradictory in
the literature. In our study we aimed to determine
basic characteristics of the detection of HP and resi-
stance to clarithromycin using a molecular test (T1B
Molbiol) in an adult population. We have conducted
a laboratory and clinical validation of the novel test.
In the first part, donor stool samples were spiked with
known concentrations of different strains of bacteria.
In the second part, we compared the novel test with
conventional invasive tests (histology, culture and anti-
biogram, PCR on biopsy specimens) and non-invasive
tests (serology, stool antigen test). In our prospective
sample of 31 consecutive patients, the prevalence of

HP infection was 41,9% and resistance to clarithromy-
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in neinvazivnimi testi (serologija, antigenski test iz
blata). V testiranem vzorcu 31 prospektivno zbranih
zaporednih preiskovancev je bila prevalenca okuzbe
41,9 % in odpornost za klaritromicin 15,4 %. Obcut-
ljivost in specifi¢nost testa je znasala 53,8 % in 100 %.
Odpornost za klaritromicin dolo¢ena z novim testom
PCR iz blata se je v vseh pozitivnih rezultatih uje-
mala s fenotipsko odpornostjo. Potrdili smo, da je
blato lahko ustrezna kuznina za detekcijo okuzbe
s HP in odpornosti za klaritromicin z molekularno
metodo PCR. Obc¢utljivost metode je bila slabsa od
obstojecih diagnosti¢nih metod. Odpornost za klari-
tromicin dolocena s PCR iz blata je bila skladna z
odpornostjo dolo¢eno s fenotipskimi testi. Nov test
bi lahko v prihodnosti postal glavni test za neinvazi-

vno usmerjanje eradikacijskega zdravljenja.

cin 15,4%. Sensitivity and specificity of the stoo-PCR
test were 53,8% and 100%, respectively. Resistance
to clarithromycin as determined by the novel stool-
PCR test showed perfect agreement with the current
phenotypical methods. Stool sample is a suitable spe-
cimen for the detection of HP infection and
clarithromycin resistance with the PCR method. Sen-
sitivity of the method was lower compared to existing
methods. However, resistance to clarithromycin deter-
mined by stool-PCR test corresponded perfectly to
the resistance determined by phenotypical tests. The
novel stool-PCR test could become a primary non-

invasive method for guiding HP eradication therapy.

UvVOD

7, bakterijo Helicobacter pylori (HP) je okuzena polo-
vica svetovne populacije in zato predstavlja velik
javnozdravstveni problem (1). Diagnostika okuzbe
je kompleksna z veliko razlicnimi diagnosti¢nimi
metodami, ki jih uporabljamo v razli¢nih kliniénih
okolis¢inah (2). Diagnosticne metode v grobem
delimo na invazivne metode (hitri ureazni test, histo-
logija, kultura, PCR iz bioptata Zelodéne sluznice [v
nadaljevanju bioptat]) in neinvazivne metode (serolo-
gija, urea dihalni test, antigenski test iz blata). Zlatega
standarda ne poznamo, zato moramo v ta namen

pogosto uporabiti kombinacijo razli¢nih diagnosti-
¢énih metod (3).

Odpornost bakterij za antibiotike postaja eden izmed
najvecjih problemov moderne medicine in predstavlja
groznjo, da bomo ostali brez ucinkovitih antibiotikov
za zdravljenje obicajnih okuzb (4). Svetovna zdrav-
stvena organizacija je med najpomembnejse odpor-
nosti za ¢lovestvo nedavno uvrstila tudi odpornost HP
za klaritromicin (5). Ta je ve¢inoma posledica 3 to-
ckastih mutacij gene 23S rRNA, ki jih lahko doka-
zemo z metodo PCR. Zaradi odpornosti za klaritro-
micin in ostale antibiotike postaja zdravljenje okuzbe

s HP ¢edalje bolj kompleksno in v danasnjem casu se
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vedno vecinoma temelji na izkustveni izbiri antibio-

tikov (2, 4).

Blato se je v preteklosti izkazalo kot odli¢na neinva-
zivna kuznina za dokaz antigena bakterije. Manj pa je
podatkov o uspesnosti dokaza genoma HP v blatu. Na
splosno velja, da je molekularna mikrobioloska dia-
gnostika iz vzorcev blata kompleksna, vendar smo v
zadnjih letih preko njene uporabe na podrocju diagno-
stike gastroenteritisov, na Institutu za mikrobiologijo
in imunologijo ULMF pridobili stevilne prakti¢ne
izkusnje, ki zajemajo fazo predpriprave, transporta,
kontrole inhibitorjev in nac¢inov prezervacije vzorca
blata. Nimamo pa veliko podatkov ali molekularni

testi delujejo tudi v okviru neinvazivne diagnostike

HP (6).

V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti osnovne znadil-
nosti detekcije HP s pomo¢jo PCR iz blata v odrasli
populaciji.

METODE

Laboratorijska validacija

Prvi korak raziskave je bila laboratorijska validacija

blata kot ustreznega klini¢nega vzorca za detekcijo



okuzbe s HP in odpornosti za klaritromicin z metodo
PCR. Za novi test smo dolocili osnovne laboratorij-
ske parametre: standardno krivuljo, analiti¢no obcut-
ljivost, analitiéno specifi¢nost, ponovljivosti in obstoj-

nosti kuznine v PCR mediju.
Klini¢na validacija

Klini¢ni del raziskave je odobrila Komisija Republike
Slovenije za medicinsko etiko (0120-506/2018). V
prospektivno raziskavo smo vkljuéili 31 zaporednih
preiskovancev. Od preiskovancev smo ob gastrosko-
piji pridobili naslednje klini¢ne podatke: jemanje
antibiotikov v zadnjem mesecu, predhodno zdravlje-
nje okuzbe s HP in gastroskopsko oceno patologije
zelodéne sluznice. Po zakljucku gastroskopije smo
jim izrocili testni komplet z dvema zbiralnikoma za
blato in navodili za odvzem blata. Celotna obravnava
je potekala po sledecem vrstnem redu: (i) odvzem
bioptata, (i1) histopatoloska in mikrobioloska analiza
bioptata (kultura z antibiogramom, PCR iz bioptata),
(ii1) izrocitev izvidov pacientom, odvzem blata in krvi,

(iv) analiza vzorca blata in krvi.
Diagnosticni testi

Histoloski pregled tkiva smo opravili na Institutu za
patologijo ULMF in sicer nas je zanimala stopnja vne-
tja in intestinalne metaplazije. Pri ocenjevanju smo
uporabili Sydneysko HP in OLGIM lestvico. Mikro-
biolosko diagnostiko smo opravili na Institutu za
mikrobiologijo in imunologijo ULMF. Kulturo in anti-
biogram smo naredili po standardnem postopku, in
in inkubirali za 3-12 dni pri 37 °C v mikroaerofilnih
pogojih (2). Obéutljivost za antibiotike smo dolo¢ili
fenotipsko z gradient difuzijsko metodo z Etesti za
amoksicilin, klaritromicin, metronidazol, tetraciklin,

levofloksacin in rifampicin (2).

Za molekularno detekcijo HP in odpornosti smo
uporabili testni komplet LightMix Modular HP (TIB
Molbiol, Nem¢ija), ki smo ga testirali z aparatom
LightCycler 480 (Roche, Nem¢ija). S testom smo pom-
nozili 106 baznih parov dolg fragment gena za 23S

rRNA in s pomodjo specificne temperature taljenja
dolocili genotip (7). Analizo antigena iz blata smo
opravili s testnim kompletom Ulcognost Ag (Biognost,
Hrvaska) (8). Za serologijo smo uporabili testni kom-
plet Serion ELISA classic Helicobacter pylor IgA/1gG
(Virion-Serion, Neméija) (9).

REZULTATI

Laboratorijska validacija

Iz blata smo uspesno dokazali bakterijo in odpornost
za klaritromicin z metodo PCR. Meja detekcije je zna-
gala 10-100 CFU/mL. Bakterijska DNA je bil znotraj
transportnega medija obstojna najmanj 5 dni pri
sobni temperaturi in pri 4 sC. Za preverjanje analiti-
¢ne specifi¢nosti v kuznini smo testirali 12 razliénih
sevov rodu Campylobacter in 19 razli¢nih sevov rodov
normalne ¢loveske bakterijske flore. Vsi testi so bili
negativni, torej je bila analiticna specificnost 100 %.

Klinicna validacija

Okuzbo smo ob upostevanju sestavljenega zlatega
standarda (2/3 pozitivnih testov izmed histologije,
kulture ali PCR iz bioptata) ugotovili pri 13 od 31 pre-
iskovancev (povprecna starost 55 let [26-87], 58 %
zensk). Prevalenca okuzbe v vzorcu je bila 41,9 %.
Primarno odpornost za klaritromicin smo v preisko-
vanem vzorcu ugotovili pri 2 preiskovancih od 13
pacientov z okuzbo in je znasala 15,4 %. Diagnosti¢ni

parametri uporabljenih testov so prikazani v Tabeli 1.

Izmed uporabljenih diagnosti¢nih metod se je najbolje
izkazala serologija, ki preverja specifi¢na IgG proti-
telesa proti HP, saj je prislo do popolnega ujemanja
rezultatov s sestavljenim zlatim standardom. Nasa pre-
iskovana metoda PCR iz blata je imela relativno nizko
obcutljivost (53,8 %) in negativno napovedno vred-
nostjo (75,0 %), a visoko specifi¢nostjo in pozitivno

napovedno vrednost (oboje 100 %).

S statistiéno analizo smo Zeleli preveriti povezavo med
rezultati izvedenih diagnosticnih metod in rezultatom

sestavljenega zlatega standarda. Povezavo smo izrazili
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s Cohenovim koeficientom kappa (L). Ta je za sero-
losko metodo, ki preverja specificna IgG protitelesa
zaradi 100 % ujemanja rezultatov znasal natanko 1,
za metodo, ki preverja specifiéna IgA protitelesa
0,729 (precejsnje ujemanje). Za metodo antigena iz
blata je znasal 0,868 (skoraj popolno ujemanje), za
metodo PCR iz blata pa le 0,575 (zmerno visoko
ujemanje). Vse vrednosti kappa so bile statisti¢no

znacilne (p < 0,05).

V nasi raziskavi smo tudi preverili diagnosti¢ne para-

metre potencialnega novega sestavljenega zlatega

standarda iz neinvazivnih testov, ki bi bil sestavljen
iz metode PCR iz blata, serologije IgG in dolocitve
antigena iz blata. Po enakem principu kot pri dose-
danjem zlatem standardu, sta za potrjeno okuzbo
morala biti pozitivna dva diagnosti¢na testa od treh.
Diagnosti¢ni parametri novega zlatega standarda so
prikazani v Tabeli 1 in izkazujejo 100 % ujemanje z

dosedanjim zlatim standardom.

Odpornost za klaritromicin smo testirali z genotip-
sko metodo iz blata in bioptata, ter fenotipsko iz biop-

tata. Rezultati so prikazani v Tabeli 2. S fenotipsko

Tabla 1. Primerjava diagnosticnih parametrov in statisticna analiza rezultatov izvedenih diagnosticnih metod
glede na sestavljeni zlati standard (histologija, kultura in PCR iz bioptata; 2/3 pozitivna testa)

Table 1. Comparison of diagnostic parameters and a statistical analysis of results of different diagnostic methods
with regard to the golden standard (histology, culture, PCR from biopsy; 2/3 tests positive).

Diagnosti¢na metoda Diagnostiéni parameter

OBC SPE PNV NNV K

(%) (%) (%) (%)
Serologija IgA 84.,6 88,2 84,6 88.2 0,729
(n=30) IgG | 100 100 100 100 1
Antigen iz blata 92,3 94,4 92,3 94,4 0,868
(n=31)
PCR iz blata 53,8 100 100 75,0 0,575
(n=31)
Nov sestavljen zlati standard 100 100 100 100 1
(n=31)

OBC, obcutljivost (sensitivity); SPE, specificnost (specificity); PNV, pozitivna napovedna vrednost (positive predictive
value); NNV negativna napovedna vrednost (negative predictive value); k koeficient kappa (kappa); Nov sestavljen
zlati standard: 2/3 pozitivnih testov izmed serologije, antigena iz blata in PCR iz blata.

Tabela 2: Rezultati in statisticna analiza povezave med detekcijo odpornosti za klaritromicin s kulturo, fenotipskim
testom (Ltest) ter z metodama PCR iz bioptata in vzorca blata.
Table 2: Results and a statistical analysis of correlation between the detection of clarithromycin resistance using

phenotypic test (Etest) and both PCR methods from biopsy and stool sample.

Diagnostiéna metoda | Odpornosti za klaritromicin | Genotip 23S rRNA K

S R WT M3

n (%) n (%) n (%) n (%)
Fenotipsko (Etest) 11 (84.,6) 2 (15.4) / / /
PCR iz bioptata 12 (92,3) 1(7.7) 12 1 0,938
PCR iz blata 6 (85,7) 1(14.3) 6 1 0,597

PCR, verizna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction); S, obcutljiv (sensitive); R, odporen (resistant); W'T, divji
tip (wild type); M3, mutacija A2164G (mutation A2146G); k koeficient kappa (kappa) med fenotipskim testom in obema
metodama PCR (glej tekst)

Note: Po HDR smo ugotovil se dodaten mesan sev WT/M3, ki ga prej nismo zaznali. (glej tekst).
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metodo smo odpornost ugotovili pri dveh sevih (2/13).
Pri enem smo ugotovili visoko stopnjo odpornosti
(MIK = 256 mg/L), pri drugem pa nizko stopnjo od-
pornosti (MIK=12 mg/L). Z metodo PCR iz bioptata
in iz blata smo uspeli zaznati odpornost prvega seva,
ne pa tudi drugega seva. V primeru PCR iz bioptata
smo v fazi razresevanja diskrepantnih rezultatov ugo-
tovili prisotnost heterogene populacije dveh razli¢nih

genotipov (WT in M3); medtem ko je bil PCR iz blata

ponovno negativen.

Analiza rezultatov je pokazala visoko ujemanje med
fenotipsko metodo in PCR iz bioptata — koeficient
kappa je znasal 0,938 (skoraj popolno ujemanje) in
zmerno visoko ujemanje med fenotipsko metodo in

PCR iz blata (kappa 0,597).

RAZPRAVA

V okviru raziskave smo preucili moznost uporabe
metode PCR iz blata za neinvazivno ugotavljanje pri-
sotnosti HP in odpornosti za klaritromicin. Ugotovili
smo slabso od pri¢akovane obcutljivosti nove metode
v primerjavi s trenutno uporabljeno invazivno dia-
gnostiko. V primerih, ko je bilo pomnozevanje HP iz
blata uspesno, smo v vseh primerih ugotovili geno-
tip skladen z referen¢nima testoma (fenotipskim in
genotipskim). Nasi rezultati v praksi pomenijo, da bi
lahko v vec kot polovici primerov tudi z neinvazivnimi
diagnosti¢nimi metodami usmerili antibioti¢no zdra-

vljenje okuzbe s HP.

Na podlagi rezultatov testiranja analiticne obcutlji-
vosti smo ugotovili, da je v splosnem meja detekeije
v vzorcu blata z metodo PCR reda velikosti 10-10?
CFU/mL PCR medija v katerega smo dodali za
grahovo zrno blata. Z uporabo enakega LightMix
testnega kompleta kot smo ga uporabili mi, v literaturi
navajajo mejo detekeije pri 10° CFU/mL kuznine (7).

1z tega lahko sklepamo, da so nasi rezultati primer-
ljivi in je v nasi lokalni postavitvi LightMix PCR
metoda visoko analiticno obéutljiva. Potrdili smo
tudi visoko analiti¢no specifi¢nost testa, saj z metodo

nismo zaznali helikobaktru sorodnih bakterij in bak-

terij, ki so obicajno prisotne v ¢revesu in blatu. 1z
rezultatov testiranja ponovljivosti PCR reakcije in
obstojnosti kuznine v PCR mediju (rezultati niso
prikazani) lahko sklepamo, da je analit v blatu dobro
stabilen najmanj 5 dni na sobni temperaturi in na
temperaturi 4 °C. Na splosno velja, da detekcija HP v
blatu ni optimalna, saj bakterija izvira iz zelodca in
mora dalj Casa potovati skozi tanko in debelo ¢revo pri
temperaturi priblizno 37 °C, kar bi lahko negativno
vplivalo na njeno detekcijo. Poleg tega je bakterijsko
breme HP v blatu bistveno nizje od bremena povzro-

citeljev gastroenteritisov v akutni fazi.

V nasem vzorcu preiskovancev smo ugotovili preva-
lenco okuzbe 41,9 %, kar je nekoliko visji odstotek
kot je bil ocenjen za Slovenijo leta 2005 (25,1 %) (10)
in se priblizuje splosnemu odstotku prevalence na
svetu (~50 %). Primarna odpornost za klaritromicin
je znasala 15,4 %, kar je primerljivo z drzavami v
nasi okolici in se sklada z novejsimi podatki v nasem
okolju, kjer je bila odpornost 15-30 % (11-14). Pri
vrednotenju teh rezultatov moramo biti previdni, saj
je nas vzorec preiskovancev majhen (n = 31) in je bilo

bolnikov z okuzbo samo 13.

7, raziskavo smo ugotovili relativno nizko obcutljivost
preiskovane metode (53,8 %), kar je nekoliko nizja
obcutljivost v primerjavi z objavami iz literature v kate-
rih porocajo o obcutljivosti 80 % ali vec (7, 8, 15-17).
V nasprotju z ob¢utljivostjo metode, je bila specifi-
¢nost nase metode odliéna (100 %), kar se ujema s
podatki iz literature (7, 8, 16). Zelo pomembna pa je
tudi visoka pozitivna napovedna vrednost preiskovane
metode, kar pomeni, da je ob pozitivnem testu pri
bolniku vedno bila prisotna okuzba in smo z metodo

lahko doloc¢ili odpornost za klaritromicin.

Razlogi za nizjo obcutljivost od pricakovane so lahko
Stevilni: neustrezen odvzem kuznine, prevelika koli-
¢ina blata v PCR mediju, majhna vsebnost intaktne
DNA v blatu, prisotnost inhibitorjev PCR (ve¢inoma
kompleksni polisaharidi rastlinskega izvora) ali splo-

$no maghno Stevilo bakterij v blatu (18, 19).
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V nasi raziskavi smo zeleli preveriti, ali je mozno raz-
viti nov sestavljeni neinvazivni zlati standard. Glede
na rezultate lahko sklepamo, da smo bili uspesni, ven-
dar je bil prispevek pozitivnih rezultatov serologije IgG
(100 % obéutljivost in specifiénost) in metode antigena
iz blata (92,3 % obcutljivost in 94,4 % specifi¢nost)
neprimerljivo vecji kot prispevek metode PCR iz blata.
1z tega sklepamo, da zlat standard, ki bi vkljuceval
metodo PCR iz blata, ne bi izboljsal diagnoze okuzbe
s HP, bi pa pripomogel k detekeiji odpornosti za kla-

ritromicin.

Odpornost bakterije HP za klaritromicin smo prever-
jali s tremi razliénimi metodami: fenotipsko s kulturo
in antibiogramom, metodo PCR iz bioptata in metodo
PCR iz blata. S kulturo in antibiogramom ter metodo
PCR 1z bioptata, ki sta se razlikovali v diagnosti¢nem
izidu pri enem preiskovancu, smo zaznali 11 oz. 12
obcutljivih sevov in 2 oz. 1 sev odporen za klaritromi-
cin, medtem ko smo z metodo PCR iz blata zaznali 6
obcutljivih sevov in 1 odporni sev. Nasi rezultati so
primerljivi z rezultati iz literature, kjer so v nekaterih
raziskavah prav tako ugotovili neujemanje molekular-

nih metod s fenotipskim antibiogramom (20, 21).

Zaradi majhnega Stevila preiskovancev odstotek
odpornosti nima velike prakti¢ne vrednosti, saj je
zaradi razlike enega samega preiskovanca razlika v
odstotku odpornosti med kulturo z antibiogramom
(15,4 %) in metodo PCR iz bioptata (7,7 %) kar 7,7 %.
Podobno velja, da zaradi majhnega stevila zaznanih
okuzb z metodo PCR iz blata (n = 7), zaznan odstotek
odpornosti (14,3 %) nima povedne vrednosti. Prisot-
nost heterogene bakterijske populacije lahko otezi
interpretacijo rezultatov, s ¢cimer tudi pojasnjujemo
razliko v Stevilu zaznanih odpornih sevov med metodo

PCR iz bioptata (n = 1) in kulturo z antibiogramom

(n=2)(Q2).

Glavno slabost nase raziskave predstavlja majhno
stevilo vkljucenih preiskovancev. Konéno stevilo zgolj
31 bolnikov predstavlja bolj pilotni tip raziskave, v
katerem preverimo, ali je izbrana raziskovalna me-
toda ustrezna. Se posebej je to vidno pri upostevanju

zgolj okuzenih bolnikov in ugotavljanju natancnosti
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genotipskega antibiograma v primerjavi s fenotip-

skimi testi.

Kljub temu smo z naso pilotno raziskavo dokazali,
da je metoda detekcije HP in odpornosti za klari-
tromicin z metodo PCR iz blata mozna in je zato na-
daljevanje raziskave z vkljucitvijo dodatnih bolnikov
smiselno. Kljuéno bi bilo tudi spremeniti navodila
za preiskovance za odvzem vzorcev blata ali urediti
bolnisni¢ni odvzem vzorca, s katerim bi lahko dobili
kakovostnejse vzorce za analizo in bi s tem lahko pri-

pomogli k zvisanju obcutljivost metode.
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7. raziskavo smo preverili ali je moZno na neinvaziven
nacin dolociti odpornost HP za klaritromicin in tako
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dobro ujemanje genotipske in fenotipske dolocitve
odpornosti za klaritromicin. Raziskavo bi bilo smi-
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Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo,
da bo v prihodnosti okuzbo s sevom HP odpornim za
klaritromicin mozno zanesljivo dokazati tudi z upo-

rabo neinvazivnih metod, kot je metoda PCR iz blata.
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