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| Einleitung

I Einleitung

Seit es 1982 gelang, den Magenkeim Helicobacter pylori zu kultivieren, ist die-
ser Mikroorganismus im zentralen Interesse der Medizin. Viele Fachgebiete der
Medizin — Gastroenterologie, Infektiologie, Mikrobiologie, Onkologie, Patholo-
gie, Pharmakologie und Padiatrie — beschaftigen sich seitdem in Klinik und For-
schung mit Helicobacter pylori. Auch wenn seit dieser Entdeckung chronische
Gastritiden und peptische Ulzera in den meisten Fallen als behandelbare Infek-
tionskrankheiten gelten, gibt es z.B. durch Antibiotika-Resistenzen immer neue

Herausforderungen in Diagnostik und Therapie.

1 Entdeckung von Helicobacter pylori

Bereits 1893 publizierte der Anatom Giulio Bizzozero das Vorkommen von spi-
ralférmigen Mikroorganismen in der Magenschleimhaut von Hunden [15]. Der
deutsche Wissenschaftler Walter Krienitz beschrieb 1906 die Entdeckung von
~opirochaeten® in der Umgebung von Magenkarzinomen verstorbenen Patien-
ten [77]. Auch weitere Forscher konnten Bakterien in Magenbiopsien entdeck-
ten, so Freedberg und Baron 1940 sowie Steer und Colin-Jones 1975. Diese
konnten jedoch noch nicht die Bedeutung der Magenkeimbesiedlung erkennen
[41, 136].

Erst im Jahr 1982 gelang der Durchbruch, als der Pathologe Robin Warren und
der Mediziner Barry Marshall einen Urease-bildenden Keim aus Schleimhaut-
biopsien von Patienten mit chronischer Gastritis und Magenulzera isolierten und
kultivierten [97, 151]. Sie postulierten erstmals einen atiologischen Zusammen-
hang zwischen dem Auftreten des Bakteriums mit chronischen Gastritiden und
peptischen Ulzera beim Menschen. Anfangs wurde dieser Publikation seitens
der Mediziner kaum Bedeutung zugesprochen, jedoch zeigten sich nach und
nach immer mehr Bestatigungen fur ihre Theorie [53]. Kurze Zeit spater erfolg-
ten auch erste Studien zum Nachweis des Keims bei Kindern mit Gastritis-
Symptomen [18, 29, 62].

Von Warren und Marshall wurde der entdeckte Mikroorganismus zuerst als

Campylobacter pyloridis (pylorus [lat.] = Magenpfortner) bezeichnet [97]. Nach
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Umbenennung in Campylobacter pylori aus grammatikalischen Griinden, setzte
sich nach biochemischer und molekularbiologischer Charakterisierung die Be-
zeichnung Helicobacter pylori (helico [gr.] = spiralférmig) durch [52, 96]. Fur ihre
jahrelange Arbeit und Entdeckungen im Bereich der Forschung zu Helicobacter
pylori erhielten Marshall und Warren 2005 den ,Nobelpreis fur Physiologie oder
Medizin“ [1].

2 Epidemiologie
2.1 Pravalenz und Risikofaktoren

Die Infektion mit Helicobacter pylori ist eine der haufigsten Infektionskrankhei-
ten weltweit. In Entwicklungslandern kann bei Erwachsenen von einer Prava-
lenz von mehr als 80% ausgegangen werden, in Industrienationen liegt die In-
fektionsrate mit 20-50% deutlich niedriger [11, 117, 120, 144]. Aber auch inner-
halb dieser Gruppen gibt es Unterschiede in der Pravalenz. Ein niedriger sozio-
Ookonomischer Status, niedriges Einkommen, schlechte Hygienestandards und
beengte Wohnverhaltnisse sind Risikofaktoren flr eine Helicobacter pylori-
Infektion im Kindesalter [93, 103]. In einer Zwillingsstudie wurde ermittelt, dass

auch genetische Faktoren eine Rolle spielen [92].

Eine weitere Abhangigkeit ergibt sich durch das Alter. Es gilt als sicher, dass
der groRte Teil der Infektionen im Kindesalter akquiriert wird [24, 104, 121]. Mit
zunehmendem Alter kann allerdings auch von einer erhdhten Infektionsrate
ausgegangen werden. Dieser Effekt beruht groftenteils auf dem
Kohortenphdnomen. Altere Generationen hatten noch ein hoheres Risiko sich in
der Kindheit mit Helicobacter pylori zu infizieren, als Personen, die in den letz-
ten Jahrzehnten geboren wurden [10, 80, 119]. Man geht davon aus, dass die
Rate der Neuinfektionen beim Erwachsenen pro Lebensjahr lediglich bei etwa
1% liegt [104, 155]. Dies spricht fiir ein eher geringes Ubertragungsrisiko im
Erwachsenenalter. Die besonders in den Industrienationen sinkende Pravalenz
der Helicobacter pylori-Infektionen fihrt man auf hohere hygienische Standards,
bessere medizinische Versorgung und bessere Wohnverhaltnisse zurtck [6,

123]. Bei den mit Helicobacter pylori-assoziierten Erkrankungen wie Gastritis
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und Magenkarzinom kann man korrelierend eine sinkende Pravalenz erkennen
[132].

2.2 Ubertragungswege

Da Helicobacter pylori fast ausschlieRlich beim Menschen vorkommt, gilt der
Ubertragungsweg von Person zu Person als wahrscheinlich [50]. Es wird ange-
nommen, dass in erster Linie nahe stehende infizierte Personen (Familienan-
gehdrige) als Ubertréger eine Rolle spielen [28, 122]. Der genaue Infektionsweg
fur Helicobacter pylori ist noch nicht geklart, es wird vermutet, dass mehrere

Faktoren zusammenspielen.

Helicobacter pylori konnte im Mundraum, im Speichel sowie in Erbrochenem
nachgewiesen werden [36, 113, 149]. Somit konnte der Keim oro-oral durch
Schleimhautkontakt oder Speichel, bzw. gastro-oral durch Reflux und Erbre-
chen Ubertragen werden. Nachdem Helicobacter pylori auch aus Stuhlmateria-
lien kultiviert werden konnte, wird angenommen, dass unter bestimmten Bedin-
gungen (schlechte hygienische Verhaltnisse, Durchfallerkrankung des Wirts)
auch der fakal-orale Ubertragungsweg in Frage kommt [68, 113, 145]. Weitere
Infektionswege, wie kontaminiertes Wasser, iatrogene Ubertragung durch ver-
schmutztes Endoskopiebesteck und zoonotische Ubertragungen durch Haustie-
re werden kontrovers diskutiert [40, 72, 154].

3 Eigenschaften von Helicobacter pylori

3.1 Morphologie und Bakteriologie

Helicobacter pylori ist ein gramnegatives, gebogenes bis spiralférmig gewunde-
nes Stabchen-Bakterium, das sich durch lophotriche Begei3elung fortbewegt.
Neben der Spiral-Form kommt eine rundliche, kokkoide Form vor, deren Funkti-

on und Infektidsitat bis heute nur unzureichend geklart ist [8, 14].

Das relativ kleine Genom von Helicobacter pylori umfasst etwa 1,65 Millionen
Basenpaare und kodiert fur ca. 1500 Proteine [3, 146]. Genomanalysen zeigen,
dass Helicobacter pylori eine hohe genetische Variabilitat aufweist, verursacht
durch haufige Mutationen und Rekombination zwischen verschiedenen Stam-

men [67, 140]. Falls bei verschiedenen Patienten identische Bakterienstamme
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auftreten, kann von einem direkten epidemiologischen Zusammenhang ausge-

gangen werden [43].

Es sind weitere Helicobacter-Spezies bekannt, von denen jedoch einzig
Helicobacter heilmannii humanpathogen ist. Dieser Keim, der u.a. auch bei
Hunden und Katzen zu finden ist, kann beim Menschen eine leichte Gastritis
auslosen und ist in weniger als 0,5% aller infektiosen Gastritiden anzutreffen
[63, 137]. Weitere Helicobacter-Spezies sind in anderen Saugetieren, wie z.B.
Hunden (H. felis), Katzen (H. felis) und Frettchen (H. mustelae) zu finden [135].

3.2 Virulenzfaktoren

Der Magen ist durch sein saures Milieu (pH 1-3) und seine dicke Schleimhaut-
schicht gut vor Erregern geschutzt. Helicobacter pylori ist durch mehrere

Virulenzfaktoren an diese Bedingungen adaptiert (Tab. 1).

Tab. 1: Virulenzfaktoren von Helicobacter pylori (verandert nach [4])

Virulenzfaktor Effekt

Kolonisierung

Flagellen Motilitat; Bewegung zum Schleimhautepithel

Urease Neutralisation der Magensaure

Adhasine Verankerung am Schleimhautepithel
Uberleben

Superoxiddismutase, Inaktivierung von Sauerstoff-Radikalen

Katalase

Blutgruppen-ahnliche Molekulares Mimikry; Adhasion
Oligosaccharide

Zellschadigung
VacA-Protein Schadigung des Epithels

CagA-Protein Assoziiert mit Folgeerkrankungen




| Einleitung

Um vom sauren Magenlumen zur Schleimhautschicht zu kommen, ist Beweg-
lichkeit fur Helicobacter pylori essentiell [32]. Hierfur besitzt das Bakterium
2-6 Flagellen, die von einer schitzenden Mukopolysaccharidschicht umgeben
sind [108]. Uber den pH-Gradienten orientieren sich die Bakterien hin zur Ma-
genepithelschicht [127].

Charakteristisch fur Helicobacter pylori ist seine Fahigkeit, fur kurze Zeit im sau-
ren Milieu des Magens uberleben zu kdnnen. Der Keim bildet groRe Mengen
des Enzyms Urease, das die Reaktion von Harnstoff zu Kohlenstoffdioxid und
Ammoniumionen katalysiert [105]. Durch die Ammoniumionen wird eine lokale
Alkalisierung der Umgebung erzeugt und der Keim kann den Magen kolonisie-
ren [31]. Eine weitere Funktion der Urease ist die Stickstoffmetabolisierung, zu-

satzlich schadigt das Enzym die Epithelzellen [101, 141].

Nach Durchdringen der Mukusschicht des Magens kann Helicobacter pylori en-
gen Kontakt zu den Schleimhautzellen aufnehmen. Spezielle Adhasine — Prote-
ine, die auf der Zelloberflache lokalisiert sind — vermitteln die Bindung des Bak-
teriums an die Epithelzellen [35]. Die Mehrzahl der Bakterien findet sich jedoch

im Mukus unmittelbar oberhalb der Epithelzellen [61].

Obwohl fiir Helicobacter pylori ein geringer Anteil an Sauerstoff fir das Uberle-
ben notwendig ist, reagiert dieser empfindlich auf zu hohe Sauerstoffkonzentra-
tionen. Durch die Enzyme Superoxiddismutase und Katalase wirkt der Keim

oxidativem Stress entgegen [58, 130].

Wie andere gramnegative Bakterien, besitzt Helicobacter pylori in der aul3eren
Zellmembran Lipopolysaccharide (LPS). Das O-Polysaccharid des LPS gleicht
bei einer Mehrheit der Helicobacter pylori-Stamme den Lewis Blutgruppenanti-
genen [60]. Durch dieses molekulare Mimikry ist das Bakterium besser gegen

die Immunantwort des Korpers geschutzt [5].

Etwa die Halfte aller Helicobacter pylori-Stamme exprimiert das vakuolisierende
Zytotoxin (VacA) [7]. Das Toxin bewirkt eine Zellschadigung in Epithelzellen
(Vakuolisierung des Zytoplasmas, Apoptoseinduktion) und hemmt T-Lympho-
zyten [42, 78, 88].

Das Protein CagA, dessen Auftreten mit der Expression des VacA korreliert,
wird von ungeféhr 60% der Helicobacter pylori-Stamme gebildet [21, 23]. Uber



| Einleitung

ein Sekretionssystem wird es in Epithelzellen transloziert und greift dort in intra-
zellulare Signalwege ein [110]. Das Protein fuhrt zur Veranderung der Zellform,
Proliferation und vermehrter Ausschittung des Zytokins IL-8, wodurch eine
starke Entzindungsreaktion hervorgerufen wird [9, 129]. Die Expression des
CagA-Proteins ist mit einer erhéhten Rate an schweren Folgeerkrankungen wie

Ulkus und Karzinom assoziiert [81].
3.3 Antibiotika-Resistenzen

Die derzeitige Standard-Therapie der Helicobacter pylori-Infektion besteht aus
einer so genannten Tripletherapie — einer Kombinationstherapie von zwei Anti-
biotika und einem Protonenpumpen-Inhibitor (PPI) [95]. Antibiotika-Resistenz-
raten von Helicobacter pylori stellen ein ernstzunehmendes Therapieproblem
dar. Bei den in Standard-Therapien verwendeten Antibiotika Clarithromycin,
Metronidazol und Amoxicillin muss auf Resistenzen geachtet und gegebenen-
falls das Therapieschema angepasst werden (siehe Kapitel | 6). Am wichtigsten
gilt hier die Resistenz gegenuber Clarithromycin, da die Infektion mit
Clarithromycin-resistenten Helicobacter pylori ein entscheidender Grund fir ein
Therapieversagen ist [66, 98]. Die Ubersicht Uber die Pravalenz der Resisten-
zen und der Vergleich der Eradikationsraten von sensitiver und resistenter In-

fektion ist in Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2: Epidemiologie der Antibiotika-Resistenzen (Europa) und Vergleich
der Eradikationsraten von sensitiven und resistenten Helicobacter
pylori-Infektionen

Resistenzrate Eradikationsrate?®
Antibiotikum
Erwachsene® Kinder® sensitive Inf. resistente Inf.
Metronidazol 33% 23% 97% 72%
Clarithromycin 10% 20% 88% 18%
Amoxicillin 0,8% 0,6% k.A. k.A.

®nach Mégraud et al. [99]; ® hach Glupczynski et al. [48]; “ nach Koletzko et al. [75];
k.A. keine Angabe
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3.3.1 Metronidazol

Metronidazol ist ein 5-Nitroimidazol, das als Prodrug in die Bakterienzelle auf-
genommen wird. Es schadigt nach Umwandlung in reaktive Metaboliten die
bakterielle DNA [33]. Als Hauptursache flr eine Resistenz wird eine Mutation im
rdxA-Gen angenommen, der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar [51].
Fir die primare Resistenz geht man bei Erwachsenen in Europa von einer Pra-
valenz von etwa 33% aus, bei Kindern liegt die Resistenzrate in Europa etwa
bei 25% (siehe Tab. 2). In einem Ubersichtsartikel von Mégraud et al. wurde der
Therapieerfolg in Abhangigkeit von der Resistenzlage untersucht. Die
Eradikation gelang bei 97% der Patienten mit Metronidazol-empfindlichen und
bei 72% der Patienten mit Metronidazol-resistenten Stammen (siehe Tab. 2).
Daraus ergibt sich bei Vorliegen einer Resistenz eine Abnahme des Therapieer-
folgs um etwa 25% [99]. Eine sekundare, durch die Therapie erworbene,

Metronidazol-Resistenz kommt in etwa 70% der Falle vor [59].
3.3.2 Clarithromycin

Als Makrolid bindet Clarithromycin an die Peptidyltransferase der 50S Riboso-
men-Untereinheit, die von der Domane V der 23S rRNA gebildet wird [49]. Drei
Punktmutationen der 23S rRNA (A2142G, A2142C und A2143G) fuhren zu ei-
ner Konformationsanderung und damit jeweils zu einer verminderten Bindungs-
fahigkeit des Antibiotikums (siehe Abb. 1) [109, 138, 150]. Es wurden weitere
Punktmutationen der 23S rRNA (A2115G, T2717C und T2182C) gefunden, die
mit einer Clarithromycin-Resistenz einhergehen, deren klinische Bedeutung
jedoch unklar ist [17, 38, 69, 148]. Die Mutationen A2143G und A2142G kom-

men in klinischen Isolaten mit 70% und 12% am haufigsten vor [99].



| Einleitung

\
\ o
c-G
c-G
ACCAUA _
2143 AG Ca LGA
2142 \AA GG C o LU
e
_AGACGG H. pylori %
—UCUAUCC 23S rRNA A
Y (Doméne V) C
G o
G G
A G
GU AA C UuG GOUC
/C G5
/ U\° \

Abb. 1: Mutationen der Domane V der 23S rRNA von
Helicobacter pylori (verandert nach [143])

In Europa ist bei Erwachsenen die Pravalenz Clarithromycin-resistenter Stam-
me ungefahr 10%, bei Kindern liegt diese mit 20% deutlich daruber (siehe Tab.
2). Das Auftreten einer Resistenz korreliert mit der friheren Einnahme von
Makrolid-Antibiotika, z.B. aufgrund von Infektionen der oberen Atemwege [115,
142]. Es kdnnen auch regionale Unterschiede festgestellt werden, wobei eine
Zunahme der Resistenzrate von Nord- (~4%) Uber Zentral- (~9%) nach Sud-
Europa (~18%) auffallt [48]. Mégraud et al. geben bei empfindlichen Stammen
eine Eradikationsrate von etwa 88% an, bei resistenten Stdmmen sind es ca.
18% (siehe Tab. 2). Der Therapieerfolg verringert sich bei Vorliegen einer
Clarithromycin-Resistenz also um 70% [99]. Nach Therapieversagen wird die

Rate der sekundaren Resistenzen mit etwa 55% angegeben [59].
3.3.3  Amoxicillin

Amoxicillin, ein B-Laktam-Antibiotikum, hemmt Uber Blockade der Penicillin-
bindenden Proteine (PBP) die Peptidoglykan-Synthese in der Zellwand von
Bakterien. Eine Resistenz entsteht vermutlich durch Mutation im Gen des

PBP-1a [44]. Amoxicillin-Resistenzen sind selten und liegen fir Infektionen bei
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Erwachsenen sowie Kindern unter 1% (siehe Tab. 2). Da eine Resistenz nur in
Einzelfallen auftritt, kdnnen bisher kaum Aussagen uber den Vergleich der
Eradikationsraten bei empfindlichen und resistenten Stammen getroffen wer-

den.
3.3.4 Weitere Antibiotika

Tetrazykline, Fluorchinolone und Rifampicin sind Antibiotika, die fur Zweitthera-
pien und bei besonderen Indikationen eingesetzt werden (siehe Kapitel | 6). Da
diese Antibiotika nicht Teil der Standard-Therapien sind, soll auf Pravalenz und
genaue Mechanismen der Resistenzentwicklung hier nicht naher eingegangen

werden.

4  Helicobacter pylori-assoziierte Erkrankungen

Helicobacter pylori kann verschiedene Erkrankungen des Magens und Duode-
nums auslésen. Die Besiedelung des Magens, in der Regel der Antrumregion,
ruft eine akute Gastritis hervor (siehe Abb. 2). In den meisten Fallen geht die
Infektion in eine chronische Gastritis Uber, die bei 10-20% der Patienten ernst-

hafte Folgeerkrankungen hervorruft.

Helicobacter pylori

Pylorus At

Abb. 2: Schematische Darstellung einer Helicobacter pylori-Infektion der

Antrumregion des Magens
(nach: http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2005/press.html)
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4.1 Akute Gastritis

Helicobacter pylori erzeugt bei allen Patienten eine histologisch nachweisbare
Entzindung des Magens [27]. Durch Kontakt des Keims mit den Epithelzellen
wird eine Entzindungsreaktion des Immunsystems getriggert und neutrophile
Granulozyten und Makrophagen invadieren die gastrale Schleimhaut [90]. Eine
begleitende Hypergastrinamie vermindert die Sduresekretion des Magen und es
resultiert eine akute Gastritis (siehe Abb. 3). Unspezifische Symptome wie
Oberbauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen kdnnen auftreten, bleiben bei

einigen Patienten aber aus [55, 134].

Hohe
Sauresekretion
Antrum-dominante _
Gastritis E— | Ulcus duodeni |
---------------------- » | MALT-Lymphom |
Normale ——————— T :
Chronische Asymptomatische
Mogenmukose H. pylori-Infektion > H. pylori-Infektion

S\ N

Akute Korplés:sivt:)rriglsnante . | Ulcus ventriculi |
H. pylori-
Infektion
\| Intestinale Metaplasie |

Niedrige \\| Dysplasie |—>| Adenokarzinom |

Sauresekretion

Kindheit hohes Alter

Abb. 3: Schematischer Ablauf einer Infektion mit Helicobacter pylori
(verandert nach [30])

4.2 Chronische Gastritis

Die akute Gastritis geht bei fast allen Patienten in eine chronische, bakterielle
Gastritis (Typ B-Gastritis) Uber, die sich in den meisten Fallen klinisch nicht be-
merkbar macht. Weitere Entzindungszellen, T- und B-Lymphozyten, invadieren

die Schleimhaut und charakterisieren die chronisch-aktive Infektion [2].
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In welchem Bereich des Magens sich die Gastritis am starksten ausbildet, hangt
wesentlich von der Starke der Sauresekretion ab [139]. Haufig erholt sich die
Sauresekretion und es resultiert eine antrum-dominante Gastritis [12]. Diese
Patienten sind durch UberschieRende Sauresekretion besonders fur die Ent-
wicklung einer duodenalen Ulkus-Erkrankung pradisponiert (siehe Abb. 3). Bei
Patienten mit einer verminderten Sauresekretion breitet sich die Entzindung
uber den gesamten Magen aus und wird als Pangastritis oder korpus-
dominante Gastritis bezeichnet [83]. Diese Patienten haben ein erhdhtes Risiko
fur Magenulzera, Schleimhautatrophien, Schleimhautmetaplasien und Magen-
karzinome (siehe Abb. 3) [128, 139].

4.3 Magen- und Duodenalulkus

Schleimhautlasionen, die bis in die Lamina muscularis mucosae hereinreichen,
werden als Ulzera bezeichnet. 10-15% der Helicobacter pylori-Infizierten entwi-
ckeln im Laufe ihres Lebens eine gastroduodenale (peptische) Ulkuserkrankung
[133]. 85% der Ulcera ventriculi (Magenulzera) und 95% der Ulcera duodeni
(Duodenalulzera) sind mit Helicobacter pylori assoziiert [82]. Patienten mit
antrum-dominanter Gastritis haben ein erhohtes Risiko fur Duodenalulzera, Pa-
tienten mit korpus-dominanter Gastritis entwickeln eher ein Magenulkus (siehe
Abb. 3). Komplikationen der Ulkuserkrankung sind Schleimhautblutungen und

selten Perforationen [84].
4.4 Magenkarzinom und MALT-Lymphom

Seit ein epidemiologischer Zusammenhang zwischen Magenkrebs und
Helicobacter pylori nachgewiesen wurde, wird der Keim von der WHO als Kar-

zinogen eingestuft [64].

Eine chronische Infektion des Magens, besonders bei Patienten mit verminder-
ter Sauresekretion, kann nach Jahren zu einer atrophischen Umwandlung und
Metaplasie des Schleimhautepithels fuhren [79]. Diese Umwandlung pradispo-
niert zu der Entwicklung eines Magenkarzinoms, das Lebenszeitrisiko betragt
fur Helicobacter pylori-positive Patienten etwa 1%. Insgesamt 60-80% aller Ma-

genkarzinome werden mit Helicobacter pylori assoziiert [79].

MALT-Lymphome (mucosa-associated lymphoid tissue-Lymphome) treten fast

ausschlieBlich in Zusammenhang mit Helicobacter pylori-Infektionen auf [34,
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112]. In weniger als 1% der Helicobacter pylori-infizierten Patienten entwickelt
sich eine solche Krebsform. Bei 70-80% der Patienten bildet sich ein MALT-

Lymphom durch eine Eradikationstherapie von Helicobacter pylori zurick [13].

5 Diagnostik

Die Diagnostik von Helicobacter pylori kann in invasive (mittels Osophago-
gastroduodenoskopie) und nicht-invasive Verfahren unterteilt werden. Eine

Ubersicht der diagnostischen MaRnahmen ist in Abb. 4 dargestellt.

Helicobacter pylori-

Diagnostik
[
[ ]
Invasiv Nicht-invasiv
I |
Magenbiopsie Atemluft Stuhl Blut
| | |
Kultur + E-Test HH FISH? ¥C-Harnstoff- Stuhl-EIA° Serologie
Atemtest I
Histologie PCR PCR
[
Urease- | PCR + RFLP® PCR + RFLP®
Schnelltest I
 Real-Time PCR Real-Time PCR

@ FISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
® RFLP, Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
° EIA, Enzymimmunoassay

Abb. 4: Diagnostik zum Nachweis von Helicobacter pylori

Eine weitere Unterteilung der Diagnostik unterscheidet direkte (Nachweis des
Erregers durch Kultur oder Mikroskopie) und indirekte Nachweismethoden
(Nachweis von Bestandteilen des Bakteriums z.B. DNA oder Enzyme, Stoff-
wechselprodukten z.B. Harnstoff oder Reaktionen des Immunsystems z.B. Anti-

korper).
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5.1 Invasive Diagnostik

Voraussetzung fur die invasive Diagnostik ist eine Untersuchung des Magens
mittels Osophagogastroduodenoskopie. Es werden nach Exploration des Ma-
gens und Duodenums mit einem Endoskop mehrere Schleimhautproben ent-
nommen und diese weiter untersucht. Vorteil dieser invasiven Methode ist —
neben einem direkten Keimnachweis — die Moglichkeit die Magenschleimhaut

zu beurteilen und Ulzera, MALT-Lymphome oder Karzinome festzustellen.
5.1.1 Histologie

Nach Farbung der Schleimhautproben werden diese von einem Pathologen
mikroskopisch auf das Vorhandensein von Helicobacter pylori untersucht [76].
Nach der ,Sydney-Klassifikation“ werden zusatzlich verschiedene Parameter in
der histologischen Beurteilung einer mdglichen Gastritis bertcksichtigt (Morpho-
logie, Atiologie und Topographie) [19, 26]. Bei Kindern zahlt die histologische
Untersuchung neben dem kulturellen Nachweis zur Goldstandard-Diagnostik
[95]. Sensitivitdat und Spezifitat werden fur den histologischen Nachweis von
Helicobacter pylori mit ungefahr 95% angegeben [100]. Diese Werte sind aller-

dings abhangig von der Erfahrung des untersuchenden Pathologen [89].
5.1.2 Kultur und E-Test

Die Schleimhautproben werden im mikrobiologischen Labor auf spezielle Kul-
turmedien aufgestrichen und unter mikroaerophilen Bedingungen (O2-
Konzentration ~5%; CO2-Konzentration ~10%) inkubiert. Nach mehreren Tagen
kann ein kulturelles Wachstum von Helicobacter pylori durch seine spezielle
Kulturmorphologie und weitere Tests (Urease-, Katalase- und Oxidase-Test)
bestatigt werden. Bei positivem Keimnachweis kann mittels Epsilometer-Test
(E-Test) die Sensitivitat verschiedener Antibiotika bestimmt werden [47]. Mittels
eines Antibiotika-Teststreifens, auf dem ein steigender Antibiotikagradient ver-
zeichnet ist, kann nach Inkubation des Keims auf einer Agarplatte die minimale
Hemmkonzentration (MHK) abgelesen werden. Die MHK bezeichnet die mini-
male Konzentration eines Antibiotikums, die den Keim in vitro im Wachstum
hemmt. Kultur und E-Test sind mit einer diagnostischen Sensitivitdt von Uber
90% und Spezifitat von 100% als diagnostische Goldstandard-Methoden anzu-
sehen [100].
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5.1.3 Urease-Schnelltest

Noch wahrend der Gastroskopie konnen frische Schleimhautbiopsien mittels
Urease-Schnelltest auf Helicobacter pylori untersucht werden. Der im Test ent-
haltene Harnstoff kann durch die Urease von Helicobacter pylori in basische
Ammoniumionen umgewandelt werden. Bei Vorhandensein des Keims bewirkt
die pH-Anderung einen Farbumschlag eines Indikators. Sensitivitat und Spezifi-
tat liegen uber 90% [100].

5.1.4 Molekularbiologische Verfahren

Eine molekularbiologische Methode Helicobacter pylori aus Schleimhautbiop-
sien nachzuweisen, ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) [125, 147].
Kurze fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden ermoglichen Uber Hybridisie-
rung mit der 23S rRNA von Helicobacter pylori einen fluoreszenz-mikros-
kopischen Keimnachweis mit gleichzeitiger Clarithromycin-Empfindlichkeits-

testung.

Es existieren verschiedene konventionelle PCRs, RFLP-PCRs und Real-Time
PCRs fur den Nachweis von Helicobacter pylori aus Magenbiopsien [111, 114].
Je nach PCR-Design kdnnen neben einem Keimnachweis auch Aussagen uber
Antibiotika-Resistenzen oder z.B. den CagA- oder VacA-Status getroffen wer-
den [20].

Durch PCR mit anschlieRender Restriktionsfragmentlangen-Analyse konnen
Aussagen Uuber eine mogliche Clarithromycin-Resistenz des Keims getroffen
werden [150]. Bei dieser Methode wird das PCR-Produkt mit Restriktionsenzy-
men geschnitten. Es werden verschiedene Restriktionsenzyme verwendet, die
das PCR-Produkt nur schneiden, wenn eine fur die Clarithromycin-Resistenz
verantwortlichen Punktmutationen (A2142C, A2142G oder A2143G) vorliegt
[102].

Neben den RFLP-PCRs eignen sich gerade Real-Time PCRs mit Schmelzkur-
venanalysen fur eine schnelle Diagnostik einer Clarithromycin-Resistenz (siehe
Abb. 5) [22, 45].
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5 — Wildtyp-Infektion (sensitiv)
L4 — A2142C-Infektion
L —_ A2142G-, A2143G-Infektion
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Abb. 5: Real-Time PCR — Schmelzkurvenanalyse

Die Real-Time PCR hat als Zielsequenz eine Region der 23S rRNA von Helicobacter pylori, auf
der die Clarithromycin-Resistenz-assoziierten Punktmutationen liegen (siehe Kapitel IX 2). Im
PCR-Ansatz sind neben den ublichen Reagenzien kurze fluoreszenz-markierte Oligonukleotid-
Primer (Sonden) enthalten, die an das PCR Produkt binden kénnen. Die Sonden werden nach
Amplifikation Uber Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) angeregt. Die Fluoreszenz-
abgabe der Sonden wird nun in Abhangigkeit der Temperatur gemessen. Bei einer Punktmuta-
tion und damit einer nicht komplett komplementaren Sequenz diffundieren die Sonden aufgrund
geringerer Bindungskrafte friiher ab. Es entstehen so spezifische Abdiffusionstemperaturen und
unterschiedliche Schmelzkurven fiir empfindliche und resistente Helicobacter pylori-Stamme
(verandert nach [45, 126]).

5.2 Nicht-invasive Diagnostik

Nicht-invasive Methoden sind fur den Patienten weit weniger belastend, da hier
keine Gastroskopie zur Gewinnung von Magenbiopsien durchgefuhrt werden
muss. Stattdessen werden Atemluft, Stuhl oder Blut als Ausgangsmaterial fur

die Diagnostik verwendet.
5.2.1 'C-Harnstoff-Atemtest

Der nicht-invasive '>C-Harnstoff-Atemtest nutzt die starke Urease-Aktivitat von
Helicobacter pylori, um eine Besiedelung bzw. Infektion beim Patienten nach-
zuweisen [54]. Eine mit dem schweren Isotop des Kohlenstoffs ('*C) markierte
Harnstofflésung wird vom Patienten getrunken. Bei Infektion mit Helicobacter
pylori wird der "*C-Harnstoff im Magen von der Urease des Bakteriums in Koh-

lenstoffdioxid (*CO,) und Ammoniak umgewandelt. Das schwere "*CO; kann in
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der Atemluft durch ein Isotopen-Massenspektrometer nachgewiesen werden.
Meist wird der "*C-Harnstoff-Atemtest zur Therapiekontrolle verwendet. Sensiti-
vitdt und Spezifitat des Atemtests liegen bei etwa 95% [100]. Bei Kleinkindern
und Sauglingen ist die Spezifitat des Tests jedoch herabgesetzt [70, 73].

5.2.2 Serologie

Nach Immunantwort des Patienten auf Helicobacter pylori kdnnen im Blut meist
spezifische Antikorper mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
nachgewiesen werden. Bei Erwachsenen erzielt die Serologie eine Sensitivitat
und eine Spezifitat von etwa 90% [86]. Nachteil der Methode ist, dass eine vor
kurzem abgelaufene Infektion nicht von einer aktiven Infektion unterschieden
werden kann und damit die Erfolgskontrolle einer Eradikationstherapie nicht
moglich ist. Fir den diagnostischen Nachweis bei Kindern ist die Serologie au-

Rerdem wenig geeignet, da unter 12 Jahren die Sensitivitat gering ist [25, 95].

Antikérper gegen Helicobacter pylori kdnnen aufer in Serum auch in Urin und
Speichel nachgewiesen werden. Diese Tests gehoren jedoch nicht zu den
Standard-Methoden der Diagnostik.

5.2.3 Enzymimmunoassays (Stuhl)

Es gibt viele verschiedene Enzymimmunoassays (EIA) fur den Nachweis von
Helicobacter pylori aus Stuhlmaterialien [91, 152]. Die neueren EIA sind meist
monoklonale Antikorpertests, die mit mehr als 95% eine vergleichbare Sensitivi-
tat und Spezifitat wie der '*C-Harnstoff-Atemtest erreichen kénnen [74]. Ledig-
lich nach Eradikationstherapie konnte die Spezifitat des Tests herabgesetzt
sein, da auch bei erfolgreicher Therapie noch Bakterienbestandteile im Stuhl

nachweisbar sein kdnnen [116].

Neuere EIA konnen bereits durch den behandelnden Arzt am Patientenbett
durchgefuhrt werden. Fur diese ,Bedside-EIA* wurde im Vergleich zu den kon-

ventionellen EIA jedoch eine geringere Sensitivitat und Spezifitat ermittelt [46].
5.2.4 Molekularbiologische Verfahren (Stuhl)

Wie schon bei der invasiven Diagnostik werden PCRs auch in der nicht invasi-
ven Helicobacter pylori-Diagnostik angewandt. Das Ausgangsmaterial ist meist

Stuhlmaterial des Patienten. Uber verschiedene Aufreinigungsmethoden wird
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DNA aus den Faeces extrahiert. AnschlieRend kdnnen verschiedene PCR-
Methoden wie konventionelle PCRs oder PCRs mit Restriktionsfragmentlangen-
Analyse angewandt werden, um eine Helicobacter pylori-Infektion festzustellen
[39, 107, 131].

Fir den Nachweis von Helicobacter pylori mit gleichzeitiger Clarithromycin-
Empfindlichkeitstestung wurden bereits verschiedene PCRs mit konsekutiver
Restriktionsfragmentlangen-Analyse aus Stuhlmaterialien angewandt [16, 39,
118]. Sensitivitat und Spezifitat liegen Uber 90%, diese Werte bedurfen aber

wohl einer Bestatigung durch weitere Studien.

Eine attraktive Methode flur die nicht-invasive Diagnostik mit Clarithromycin-
Empfindlichkeitstestung wurde von Schabereiter-Gurtner et al. veroffentlicht
[126]. Eine Real-Time PCR wurde an Stuhlmaterialien Erwachsener getestet
und mit herkdmmlichen diagnostischen Methoden verglichen. Sensitivitat und
Spezifitat fur den Nachweis von Helicobacter pylori wurden mit jeweils 98% an-

gegeben.

6 Therapie

Gesicherte Indikationen fur die Therapie einer Helicobacter pylori-Infektion sind
nach den Leitlinien der Maastricht-Konferenzen die peptische Ulkuserkrankung,
das MALT-Lymphom und die atrophische Gastritis [94, 95]. Weitere Indikatio-
nen sind Verwandtschaft ersten Grades zu einem Magenkrebspatienten, Zu-
stand nach Magenkrebs-Resektion, unklare Eisenmangel-Anamie und chroni-

sche thrombozytopenische Purpura.

Sowohl beim Erwachsenen als auch bei Kindern besteht die Standard-Therapie
der Helicobacter pylori-Infektion aus zwei Antibiotika und einem Protonenpum-
pen-Inhibitor (PPI1) [95]. Bei der klassischen ,italienischen® Tripeltherapie wer-
den jeweils zweimal taglich ein PPl (Normaldosis; z.B. Omeprazol 20 mg),
250 mg Clarithromycin und 500 mg Metronidazol fir eine Woche eingenom-
men. Die alternative ,franzésische” Tripeltherapie besteht aus zweimal taglicher
Einnahme eines PPl (Normaldosis), 1000 mg Amoxicilin und 500 mg
Clarithromycin fur eine Woche. Neuere Studien belegen, dass eine Behandlung

uber 14 Tage anstatt 7 Tagen hohere Eradikationsraten erzielt [94]. Bei der
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Verwendung der Antibiotika sollte auf deren regional unterschiedlichen Resis-
tenzraten geachtet werden. Fur Deutschland wird seit 2001 durch die ResiNet-
Studie des Nationalen Referenzzentrums (NRZ) die Resistenzlage der am hau-
figsten fur die Helicobacter pylori-Infektion verwendeten Antibiotika ermittelt
[71].

Der Eradikationsrate der Standardtherapien wird mit etwa 90% angegeben [99].
Eine Therapiekontrolle sollte frihestens 4 Wochen nach Therapie durch eine
nicht-invasive Diagnostik ('*C-Harnstoff-Atemtest oder Stuhl-EIA) festgestellt
werden [95]. Die Erfolgsquote hangt stark von der Compliance des Patienten

und dem Vorliegen eventueller Antibiotika-Resistenzen ab.

Bei Persistenz der Infektion wird eine Quadrupel-Therapie (PPI, Tetrazykline,
Metronidazol und die zusatzliche Gabe von Wismutsalzen) empfohlen. Da ein
Therapieversagen auch mit einer hohen Resistenzrate einhergeht, wird aul3er-
dem angeraten, eine Antibiotika-Sensitivitatstestung vor der Zweit-Therapie
durchzufuhren [94]. Bei Vorliegen einer kombinierten Antibiotika-Resistenz oder
erneutem Therapie-Versagen werden alternative Antibiotika (Tetrazykline,

Fluorchinolone oder Rifampicin) eingesetzt.
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Mit der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene diagnostische Tests zum
Nachweis von Helicobacter pylori bei therapie-naiven Kindern verglichen wer-
den. Den diagnostischen Standard-Methoden Histologie, Kultur, E-Test und
3C-Harnstoff-Atemtest wurden Methoden zur nicht-invasiven Stuhltestung — ein
Enzymimmunoassay (Amplified IDEIA Hp StAR; DakoCytomation) und eine
Real-Time PCR (Helicobacter pylori ClariRes assay; Ingenetix) — gegenuberge-
stellt. Es sollte eruiert werden, ob der Enzymimmunoassay und die Real-Time
PCR fur eine Diagnostik im klinischen Bereich geeignet sind und Standard-

Methoden der Helicobacter pylori-Diagnostik bei Kindern ersetzen kénnen.

Vor dem Hintergrund, dass die Clarithromycin-Resistenz von Helicobacter pylori
eine wichtige Rolle fur den Therapieerfolg darstellt, lag ein Schwerpunkt dieser
Arbeit in der Sensitivitatstestung dieses Antibiotikums. Es stellte sich die Frage,
ob eine nicht-invasive Sensitivitatstestung mittels Real-Time PCR die etablierte
Diagnostik ersetzen kann. Bisher wurden bei Kindern lediglich Verfahren zur
invasiven Sensitivitatstestung angewandt, welche durch die Gastroskopie einen
unangenehmen Eingriff mit moglichen Nebenwirkungen und Komplikationen mit
sich brachte. In dieser Arbeit wurde erstmals eine Real-Time PCR-Methode flr
Stuhlmaterial von Kindern untersucht, die bereits bei Erwachsenen mit viel ver-

sprechenden Ergebnissen getestet wurde [126].
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Il Material und Methoden

1 Patienten

Die Patienten wurden in Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr. Sibylle Koletzko
vom Dr. von Haunerschen-Kinderspital (Ludwig-Maximilians-Universitat Man-
chen, Deutschland) ausgewahlt. Es wurden Kinder und Jugendliche von 0O bis
18 Jahren in die Studie eingeschlossen, bei denen aufgrund von gastrointesti-
naler Symptomatik (Bauchschmerzen, peptische Symptome) eine

Osophagogastroduodenoskopie durchgefiihrt wurde.

Um eine einheitliche Diagnostik zu garantieren, wurden Patienten von der Stu-
die ausgeschlossen, die in der Vergangenheit gegen Helicobacter pylori behan-
delt wurden oder in den vier Wochen vor der endoskopischen Untersuchung
Antibiotika, Protonenpumpen-Inhibitoren, H;-Rezeptorantagonisten, Antazida

oder Wismut-Praparate zu sich genommen hatten.

2 Gastrointestinale Endoskopie und Histologie

Bei allen Patienten wurde eine obere gastrointestinale Endoskopie durchge-
fuhrt. Wahrend dieses Eingriffes wurden die Schleimhautbeschaffenheiten des
Magens untersucht und jeweils mindestens vier Biopsieproben der Magen-
schleimhaut enthommen. Zwei Biopsiepraparate des Antrums und zwei des
Korpus wurden an das Pathologische Institut der LMU Munchen geschickt. Dort
wurden die Proben in 10%igem Formalin fixiert und mit einer modifizierten
Giemsa- oder Hamatoxilin-Eosin-Losung gefarbt. Ein Pathologe des Pathologi-
schen Instituts der LMU Munchen untersuchte diese Proben mikroskopisch auf

das Vorhandensein von Helicobacter pylori.

3  Kultur und E-Test

3.1 Kultur

Innerhalb von vier Stunden nach Gastroskopie wurde eine Antrum-Biopsie in
einem Transportmedium (Portagerm pylori; bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frank-

reich) in das Max von Pettenkofer-Institut zur Weiterverarbeitung gebracht.
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In einer Petrischale wurden die Biopsien mit einem Skalpell in kleine Stlicke
geschnitten und homogenisiert. Die Biopsien wurden auf die Oberflache von
Columbia Agarplatten mit 5% Schaf-Erythrozyten (Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland) oder Schaedler Agarplatten mit 5% Schaf-Erythrozyten und
Vitamin K1 (Becton Dickinson) ausgestrichen. Ein Kontrollstamm von
Helicobacter pylori (Stammnummer 26695; freundlicherweise bereitgestellt
durch die Arbeitsgruppe Haas, Max von Pettenkofer-Institut, LMU Munchen)
wurde ebenfalls auf eine separate Platte ausgestrichen und als Wachstums-
Kontrolle hinzugefligt. In einem Anaerobierbehalter wurden durch Zugabe eines
GENbox Microaer Papiers (bioMérieux) mikroaerophile Bedingungen geschaf-
fen (Sauerstoff-Konzentration 7-10%; CO»-Konzentration 20%). Die beimpften
Platten wurden in diesem Behalter fur 5-10 Tage bei 37 °C inkubiert. Ein positi-
ves kulturelles Wachstum von Helicobacter pylori wurde durch die charakteristi-
sche Morphologie der Kolonien (graulich-glasige, kleine Kolonien), das typi-
sches Aussehen nach Gramfarbung (gramnegative, gekrummte Stabchen) und

positiven Urease-, Katalase- und Oxidase-Tests bestatigt.
3.2 E-Test

Bei positivem Wachstum von Helicobacter pylori wurde eine Sensitivitatstestung
auf Clarithromycin mittels Epsilometer-Test (E-Test) durchgefuhrt. Es wurden
mit einer sterilen Ose Einzelkolonien von den Schaedler- oder Columbia-
Agarplatten abgeimpft und in 4-5 ml 0,9% NaCl-Losung suspendiert. Die
Trubung der Losung entsprach einem McFarland Standard 3. Mit einem sterilen
Glasspatel wurden Muller-Hinton Agarplatten (Merck, Darmstadt, Deutschland)
auf der gesamten Flache mit dieser Suspension benetzt. Nach kurzem
Antrocknen von 5-10 min wurden mit einer sterilen Pinzette die E-Teststreifen
(AB Biodisk, Solna, Schweden) auf die Agarplatten aufgebracht. Nach zwei
Tagen Inkubation unter mikroaerophilen Bedingungen bei 37 °C konnten die
MHK auf den Teststreifen abgelesen werden. Helicobacter pylori-Isolate wurde
ab einer MHK > 1 pg/ml als resistent angesehen [124]. Alle Clarithromycin-

Sensitivitatstestungen wurden zur Bestatigung zweifach wiederholt.
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4 BC-Harnstoff-Atemtest

Die "*C-Harnstoff-Atemtests wurden am Dr. von Haunerschen Kinderspital
(LMU Munchen) durchgefuhrt.

Nach mindestens vierstundiger Nuchternheit gaben die Kinder eine Vergleichs-
Atemprobe ,P0“ ab. Zum Sammeln der Atemluft wurden die Kinder gebeten, in
einen Atembeutel (Medicheck, Essen, Deutschland) oder einen Strohhalm ei-
nes 10 ml Vacutainer Réhrchen (Labco, Buckinghamshire, GroR3britannien) tief
auszuatmen. Bei sehr kleinen Kindern wurde zum Sammeln der Atemprobe
eine Maske verwendet. Nach Abgabe der Nuchtern-Atemprobe tranken die Kin-
der zuerst 150 ml reinen Apfelsaft (pH 3,4) und dann 20 ml Saft mit 75 mg darin
geldsten *C-gelabeltem Harnstoff (Eurisotop, Paris, Frankreich). AnschlieRend
bekamen die Kinder 30 ml Apfelsaft, um Rickstande des Harnstoffs aus dem
Mundraum zu spulen. Sauglinge und Kleinkinder, die junger als drei Jahre wa-
ren, bekamen nur eine Gesamtmenge von 80-100 ml Apfelsaft. Nach einer
Wartezeit von 30 Minuten wurde bei allen Kindern eine weitere Atemprobe

,P30“ abgenommen.

Die Ausatemluft wurde ggf. von Atembeutel oder Maske in die Vacutainer um-
geflllt und mittels Isotopen-Massenspektrometrie (MAT delta S; Finnigan, Bre-
men, Deutschland) analysiert. Die Ergebnisse wurden positiv fir Helicobacter
pylori gewertet, wenn der Unterschied von ,P0“ zu ,P30“ dem sog. Delta-Wert,
= 0,5%o betrug [70].

5 Definition des Helicobacter pylori-Infektionsstatus

Fur die Definition einer Helicobacter pylori-Infektion wurden die Ergebnisse von

Histologie, Kultur und des *C-Harnstoff-Atemtests herangezogen.

Ein Kind wurde als positiv flr eine Helicobacter pylori-Infektion gewertet, wenn
mindestens zwei der drei Tests ein positives Ergebnis lieferten. Als negativ fur
eine Helicobacter pylori-Infektion wurden die Kinder gewertet, bei denen alle

drei Tests negativ waren.
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6 EIA fur Stuhlmaterialien

Die Eltern der Kinder wurden gebeten, zum Zeitpunkt der Gastroskopie eine
Stuhlprobe ihres Kindes mitzubringen. Hierfur wurde ihnen bereits zum Aufkla-
rungsgesprach vor Gastroskopie ein Stuhlprobengefal® mitgegeben. Bis zur

weiteren Verarbeitung wurden alle Stuhlproben bei -20 °C gelagert.
6.1 Methodik des Stuhl-EIA

Das Stuhlmaterial wurde mit einem monoklonalem Sandwich-EIA, dem
Amplified IDEIA Hp StAR (DakoCytomation, Cambridge, UK), nach Protokoll
des Herstellers auf das Vorhandensein des Katalase-Antigens von Helicobacter

pylori untersucht.

In ein Probenréhrchen wurden 500 ul Probenverdinnungsmittel (Puffer)
pipettiert und mit einem Holzstabchen eine erbsengrofle Stuhlmenge (ca. 0,1 g)
hinzugegeben. Das Gemisch wurde auf einem Vortexmischer 15 Sekunden
lang homogenisiert und anschlieRend bei 14000 rpm zentrifugiert. In die einzel-
nen Vertiefungen (Kavitaten) einer Mikrotiterplatte (beschichtet mit monoklona-
len Antikdrpern gegen die Katalase von Helicobacter pylori) wurden jeweils 50
gl des Stuhliberstandes und 50 pl Konjugat (Meerrettichperoxidase-markierte
monoklonale Antikorper) pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde auf einem Schutt-
ler fGr 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, so dass vorhandene
Helicobacter pylori-Antigene an die Antikorper auf der Mikrotiterplatte und an
die Konjugat-Antikorper binden konnten. Anschlielend wurden die Kavitaten mit
250-300 pl Waschpuffer 5-mal gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang
wurden durch grundliches Ausklopfen der Kavitaten letzte Fllssigkeitsreste ent-
fernt. Es wurde 100 ul Substrat (Tetramethylbenzidin; bei Umwandlung durch
Meerrettichperoxidase Farbumschlag nach blau) in die Kavitaten pipettiert.
Nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 100 ul Stoppldsung

(Umschlagen der Farbreaktion nach gelb) hinzupipettiert.

Die Proben wurden photometrisch ausgewertet. Mit einem EIA-Plattenlesegerat
wurde eine doppelte Wellenlangenbestimmung (450 ym und 620 pym) durchge-
fuhrt. Die Testergebnisse wurden nach Herstellerangaben wie folgt interpretiert:
Proben mit Extinktionswerten = 0,150 wurden als positiv, Proben mit

Extinktionswerten < 0,150 als negativ gewertet.
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Bei jedem Probendurchlauf wurden eine Positiv- und eine Negativ-Kontrolle
mitgefuhrt. Bei der photometrischen Ausmessung mussten diese fur die Positiv-
kontrolle Extinktionswerte von > 1,0, fur die Negativkontrolle Extinktionswerte <

0,1 aufweisen.

7 Stuhlaufreinigung fur die molekulare Diagnostik

7.1 DNA-Extraktion aus Stuhlproben

Fur die PCR-Diagnostik musste zuerst bakterielle DNA aus den Stuhlproben
extrahiert werden. Hierfur wurde ein DNA-Stuhlaufreinigungskit, QlAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), verwendet. Die durchgeflhrten

Schritte erfolgten nach Angaben des Herstellers.

Jeweils etwa 200 mg (£ 20 mg) Stuhl wurde mittels einer Feinwaage abgewo-
gen und mit einem sterilen Holzstabchen in ein 2 ml Eppendorfgefal® platziert.
1,4 ml ASL Puffer wurde zu der Probe hinzugefiugt und diese eine Minute auf
einem Vortexmischer homogenisiert. In einem Wasserbad wurde die Probe flr
funf Minuten bei 70 °C erhitzt, um Bakterien abzutéten und zu lysieren. Die L6-
sung wurde anschlieRend fur 15 Sekunden auf dem Vortexmischer homogeni-
siert und bei 14000 rpm firr eine Minute zentrifugiert. 1,2 ml des Uberstandes
wurden in ein neues 2 ml Eppendorfgefald geflllt und eine InhibitEX Tablette
hinzugefigt. Diese spezielle Tablette soll PCR-Inhibitoren und DNA-
zerstorende Substanzen binden. Nach Auflosen der Tablette und einer Minute
Wartezeit wurde die Probe erneut zentrifugiert (drei Minuten) und der komplette
Uberstand umpipettiert (1,5 ml EppendorfgefaR). Erneut wurde zentrifugiert
(drei Minuten) und anschlieBend 200 pl des Uberstandes in ein 1,5 ml
Eppendorfgefaly pipettiert. Es wurden 15 yl Proteinase K und 200 ul AL Puffer
zu der Probe hinzugegeben und bei 70 °C fur zehn Minuten inkubiert. 200 ul
Ethanol (100%) wurden hinzugegeben und die Probe mithilfe des Vortexers
kurz gemischt. Nun wurde die komplette Lésung in eine QlAamp spin column
(Filter-Saule zur Extraktion der DNA) pipettiert und fur eine Minute zentrifugiert.
Die spin column wurde auf ein neues Auffanggefaly gesetzt, 500 pl Puffer AW1
wurden hinzugeflgt und fur eine Minute zentrifugiert. Die spin column wurde

wiederum auf ein neues Auffanggefall gesetzt, 500 ul Puffer AW2 wurden hin-
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zugeflgt und fur drei Minuten zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die spin
column auf ein 1,5 ml Eppendorfgefal® gesetzt, 200 pyl AE Puffer wurden hinzu-
geflgt und nach einer Wartezeit von einer Minute fur eine Minute zentrifugiert.
Die so gewonnenen DNA-Proben wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verarbei-

tung aufbewahrt.
7.2 Photometrische Kontrolle der DNA-Extraktion

Nach Stuhlaufreinigung wurde bei zehn Stichproben der DNA-Gehalt photomet-
risch quantifiziert. Die Proben wurden 1:10 bis 1:100 verdinnt und das reine
Lésungsmittel als Referenzprobe getestet. Ein Photometer (Ultrospec 300,
Pharmacia Biotech, Freiburg) bestimmte bei den Wellenlangen 260 nm und
280 nm die Extinktion (Optische Dichte; OD) der Proben. Die Konzentration der
DNA in der Probe wurde vom Photometer automatisch berechnet und liegt fur
eine ODysp nm Von 1 bei einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml. Aus dem Quoti-
ent der OD2sp nm/OD2go nm konnte der DNA-Reinheitsgrad der Proben ermittelt

werden, der optimalerweise bei = 1,8 liegen sollte.

8 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR mit Nachweis von Helicobacter pylori und gleichzeitiger
Clarithromycin-Empfindlichkeitstestung wurde mit dem Helicobacter pylori

ClariRes assay (Ingenetix, Wien, Osterreich) durchgefihrt.
8.1 Methodik der Real-Time PCR

Die PCR wurde nach Anweisungen des Herstellers ausgefuhrt. Es wurde fol-
gender 20 ul Ansatz hergestellt: 2 ul LightCycler FastStart DNA Master SYBR
green | (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland), 2,4 pl 4mM
MgCl,, 12,1 pl deionisiertes Wasser, 0,5 pl Helicobacter pylori ClariRes assay
Ldsung (Ingenetix) und 1 ul einer verdinnten internen Kontroll-Lésung
(Ingenetix). Die 18 ul dieser Lésung und 2 ul der DNA-Aufreinigung (siehe Kapi-
tel Ill 7) wurden jeweils in eine 20 pl LightCycler Kapillare (Roche Molecular
Biochemicals) pipettiert. Neben den normalen Testproben wurde immer zusatz-
lich eine Negativkontrolle hergestellt, welcher 2 ul deionisiertes Wasser anstatt

der DNA-Aufreinigung zugegeben wurde. Eigenschaften und Sequenzen der
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Oligonukleotid-Primern und -Sonden, die in der Helicobacter pylori ClariRes

assay Losung enthalten waren, sind in Tab. 3 beschrieben.

Tab. 3: Oligonukleotid-Primer der Real-Time PCR

Name Sequenz (5’ - 3)® Position®
23S-F AGATGGGAGCTGTCTCAACCAG 2069-2090
23S-R TCCTGCGCATGATATTCCC 2187-2205

23S-S (Sonde) Cy5°-AAGACGGAAAGACCCCGT-Biotin  2139-2156

@ Oligonukleotid-Primer-Sequenzen nach Schabereiter-Gurtner et al. [126]
® Position auf dem 23S rRNA Gen des Helicobacter pylori Stamms 26695 (siehe Kapitel IX 2)

¢ Cyanin-5, Fluoreszenz-Farbstoff

Die weiteren Schritte wurden an einem LightCycler 2.0 (Roche; siehe Abb. 6)
durchgefuhrt. Die Kapillaren wurden mit einem Deckel verschlossen und in ein
LightCycler Karussell (LC Carousel; Roche) platziert. Dieses wurde in einer
speziellen Zentrifuge (LC Carousel Centrifuge, Roche) kurz zentrifugiert und

anschlie3end in den LightCycler gestellt (siehe Abb. 6).

PCR-Bedingungen waren wie folgt: Denaturierung bei 95 °C fur 10 Minuten;
70 Zyklen Amplifikation bei 95 °C fur 5 Sekunden, 65 °C fur 10 Sekunden und
72 °C fur 6 Sekunden. Nach Kuhlen der Losung auf 35 °C, Start der Schmelz-
kurvenanalyse durch Erhitzen der Losung auf 95 °C mit einem Temperaturan-
stieg von 0,1 °C pro Sekunde (insgesamt etwa 10 Minuten). Zuletzt wurde die
Losung auf 40 °C abgekuhlt.

Wahrend des Erhitzens wurden durch den LightCycler die Temperatur bei Fluo-
reszenz-Anderung und damit die Abdiffusionstemperatur der Sonden vom PCR-
Produkt ermittelt. Diese spezifische Abdiffusionstemperatur wurde von der Ro-
che LightCycler Software (Version 3.5.3) fur jede Probe in eine Schmelzkurve
umgerechnet (siehe Abb. 5, Seite 15).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des LightCycler 2.0
(Verandert nach www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/lightcycler/index.jsp?id=LC01050101)

Die Ergebnisse und Schmelzkurven wurden anschlieliend analysiert. Nach

Auswertung konnten die Proben als Helicobacter pylori-positiv oder -negativ

gewertet werden. Bei positiven Proben konnte au3erdem Uber die Schmelzkur-

ven-Temperatur eine Aussage uber die Clarithromycin-Empfindlichkeit getroffen

werden (siehe Tab. 4).

27



1l Material und Methoden

Tab. 4: Schmelzkurven-Analyse

: Helicobacter pylori- Clarithromycin-
Schmelzkurve bei Infektionsstatus Empfindlichkeit
Negativ
47 °C (£ 1°C) (Schmelzkurve der —

Internen Kontrolle)

Resistent (Mutation A2142G

54 °C (£ 1°C) Positiv oder A2143G)
58 °C (£ 1 °C) Positiv Resistent (Mutation A2142C)
63 °C (£ 1 °C) Positiv Empfindlich (Wildtyp-Infektion)
2 Schmelzkurven
(zwischen 54 °C und Positiv gemischte Infektion

63 °C; £ 1°C)

8.2 Positivkontrollen

Die fur die Positivkontrollen verwendeten Helicobacter pylori-Stamme sind in
Tab. 5 aufgelistet.

Tab. 5: Positiv-Kontrollen

Helicobacter pylori-DNA  Wildtyp/Resistenz Quelle

MC 098 Wildtyp (empfindlich)
Klinisches Isolat,

MC 081 A2142G-Resistenz ~ SO7a Strobel, Universitat
Freiburg, Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene

MC 028 A2143G-Resistenz

Klinisches Isolat,
CI 50 A2142C-Resistenz Konstanze Vogt, Humboldt
Universitat Berlin

28



1l Material und Methoden

9 Statistische Analysen

Fir die statistischen Analysen wurden Sensitivitat, Spezifitat, der positiv pradik-
tive Wert (PPW), der negativ pradiktive Wert (NPW) mittels Chi-Quadrat-Test
berechnet.
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IV Ergebnisse

1 Demographische Daten der Patienten

Das Durchschnittsalter der 100 getesteten Kinder betrug 9,36 + 4,8 Jahre mit
einer Altersverteilung von 0,3 bis 18,3 Jahren. 28 Kinder waren junger als 6
Jahre, 36 waren zwischen 6 und 12 Jahren und 36 Kinder waren alter als 12

Jahre.

2 Helicobacter pylori-Infektionsstatus der Patienten

2.1 Helicobacter pylori-Infektionsstatus

In Tab. 6 sind die Ergebnisse von Histologie, Kultur und "*C-Harnstoff-Atemtest

mit dem daraus definierten Helicobacter pylori-Infektionsstatus aufgefuhrt.

Tab. 6: Helicobacter pylori-Infektionsstatus

Ergebnis von H. py.|OI’I- Anzahl der
Gruppe Infektions- )
. . 13 tatus Patienten
Histologie Kultur C-Atemtest sta
HI Positiv Positiv Positiv Positiv 40
H Il Positiv Positiv ND Positiv 5
H Il Positiv Negativ Positiv Positiv 1
HIV Negativ Negativ ND Negativ 32
HV Negativ Negativ Negativ Negativ 9
H VI Negativ ND ND Negativ 7
H VI Negativ ND Negativ Negativ 6

ND Nicht durchgefuhrt

Fur 46 der 100 getesteten Kinder ergibt sich somit ein positiver Helicobacter
pylori-Infektionsstatus. Bei 40 Kindern konnten alle drei Tests (Histologie, Kul-

tur, Atemtest) positive Ergebnisse erzielen (Gruppe H |). Bei 5 Kindern lag kein
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Atemtest vor, die weiteren Test Kultur und Histologie lieferten aber ein positives
Ergebnis (Gruppe H Il). Unterschiedliche Ergebnisse ergaben sich bei einem
Kind. Bei diesem waren Histologie und *C-Harnstoff-Atemtests positiv, die Kul-

tur war negativ (Gruppe H IlI).

Fir 54 der Kinder ergaben sich negative Ergebnisse in allen durchgeflihrten
Tests (Gruppe H IV-VII).

Die genauen Ergebnisse der einzelnen Tests (u.a. Deltawert des ">C-Harnstoff-
Atemtests und MHK fur Clarithromycin) kdnnen dem Anhang (siehe Kapi-

tel IX 3) entnommen werden.
2.2 Ergebnisse der Clarithromycin-Sensitivitatstestung

Die Ergebnisse der E-Tests auf Clarithromycin sind in Tab. 7 aufgeflthrt.

Tab. 7: Clarithromycin-Sensitivitat

Gruppe Helicobacter pylori- Kultur E-Test Anzahl der
Infektionsstatus aus Kultur®  Patienten
Cl Positiv Positiv Empfindlich 39
cli Positiv Positiv Resistent 6
cHu Positiv Negativ NCG 1
CIv Negativ Negativ/ND NCG 54

®MHK < 1 pyg/ml = Empfindlich; MHK > 1 pyg/ml = Resistent;
NCG Kein Kulturwachstum; ND nicht durchgefiihrt

Der E-Test zeigte bei 39 Patienten Infektionen mit Helicobacter pylori-
Stammen, die auf Clarithromycin empfindlich reagierten (Gruppe C |). Bei 6 Pa-
tienten lagen Infektionen mit Clarithromycin-resistenten Helicobacter pylori-
Stammen vor (Gruppe C II). Aufgrund des fehlenden Kulturwachstums bei ei-
nem Helicobacter pylori-positiven Patienten, konnte hier keine Aussage Uber

die Clarithromycin-Sensitivitat der Infektion getroffen werden (Gruppe C III).
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3  Stuhl-EIA

Die Ergebnisse des Stuhl-EIA im Vergleich zum Helicobacter pylori-

Infektionsstatus sind in Tab. 8 dargestellt.

Tab. 8: Ergebnisse des Stuhl-EIA

Gruppe Helicobacter pylori- Ergebnis des Anzahl der
PP Infektionsstatus Stuhl-EIA Patienten

El Positiv Positiv 44
Ell Positiv Negativ 2
E Negativ Negativ 54

44 der Patienten hatten Ubereinstimmend zum Helicobacter pylori-Infektions-
status ein positives Testergebnis (Gruppe E I). Lediglich bei zwei Patienten
zeigte der Stuhl-EIA ein negatives Ergebnis, obwohl die anderen Tests einen
positiven Helicobacter pylori-Infektionsstatus festlegten (Gruppe E Il). Bei allen
Helicobacter pylori-negativen Patienten zeigte auch der EIA ein negatives Er-
gebnis (Gruppe E IlI).

Die detaillierten Ergebnisse des Stuhl-EIA sind im Anhang (siehe Kapitel 1X 3)
aufgefihrt.

Die statistische Analyse des Stuhl-EIA ist in Tab. 9 angegeben. Der Stuhl-EIA
zeigte eine Sensitivitat von 95,7%, eine Spezifitat von 100%, einen positiv pra-
diktiven Wert (PPW) von 100% und einen negativ pradiktiven Wert (NPW) von
96,4%.

Tab. 9: Statistische Analyse des Stuhl-EIA

Anzahl Anzahl

falsch- falsch-  Sensitivitat Spezifitat PPW NPW
positiver negativer (%) (%) (%) (%)
Proben Proben

Anzahl Anzahl
Positiver Negativer
Proben Proben

44 54 0 2 95,7 100 100 96,4
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Die Ergebnisse in Abhangigkeit vom Alter der Kinder sind in Tab. 10 dargestelit.
Sowohl in der Altersgruppe bis sechs Jahre, als auch in der Gruppe zwischen
sechs und zwolf Jahren konnte der Stuhl-EIA den Helicobacter pylori-
Infektionsstatus bestatigen. Bei Kindern und Jugendlichen Uber zwdlf Jahren
konnte der Stuhl-EIA bei 16 von 18 Kindern eine Infektion bestatigen. In allen
Altersgruppen (54 Kinder) konnte der EIA den negativen Helicobacter pylori-
Infektionsstatus bestatigen.

Tab. 10: Ergebnisse des Stuhl-EIA in Abhéngigkeit vom Alter der Kinder

Anteil Helicobacter

Alter (Jahren) pylori-positiver Sensitivitat Spezifitat
Kinder
<6 14,3% (4 von 28) 100% (4 von 4)  100% (24 von 24)
26;<12 69,9% (23 von 36)  100% (24 von 24) 100% (14 von 14)
>12 52,8% (19 von 36) 88,9% (16 von 18) 100% (16 von 16)
Gesamt 46,0% (46 von 100) 95,7% (44 von 46) 100% (54 von 54)

4  Stuhlaufreinigung

Die DNA-Konzentration und Reinheitskontrolle nach Stuhlaufreinigung wurde
stichprobenartig bei zehn Proben mittels Photometrie Uberprift. Die genauen
Werte sind in Tab. 11 dargestellt. Es ergab sich durch diese Quantifizierung ein
durchschnittlicher DNA-Gehalt der Proben von 210 ng/ul. Die DNA-Reinheit der
Lésungen waren mit einem Durchschnittsquotienten OD2gp nm/OD2so nm von 2,1

grolder als 1,8 und damit als rein zu beurteilen.
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Tab. 11: DNA-Quantifizierung

mummer  ODzomm  ODzomn  ODasomn/ODasomm oo prore
D 1 0,396 0,189 2.1 198 ng/ul
D2 0,394 0,163 2.4 197 ng/ul
D3 0,500 0,237 2.1 250 ng/
D4 0,446 0,252 18 223 ng/l
D5 0,466 0,222 2.1 233 ng/jl
D6 0,370 0,165 2,2 185 ng/
D7 0,382 0,161 2.4 191 ng/ul
D8 0,388 0,209 1.9 194 ng/
D9 0,466 0,230 2,0 233 ng/jl
D 10 0,400 0,211 19 200 ng/yl

Gesamt  ©0421  ©0,204 @21 & 2;9%;' 22

5 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR-Ergebnisse sind in Tab. 12 aufgefuhrt. Bezlglich des Infek-
tionsstatus lieferte der Helicobacter pylori ClariRes assay bei 29 Patienten eine
Bestatigung des durch die anderen Tests festgestellten positiven Helicobacter
pylori-Infektionsstatus (Gruppe R I-ll). Bei allen 54 Helicobacter pylori-negativen
Patienten bestatigte die Real-Time PCR den negativen Infektionsstatus (Grup-
pe R VI). Unterschiedliche Ergebnisse lieferte die Real-Time PCR bei 17 Pati-
enten (Gruppe R 1lI-V). Bei ihnen zeigte die Real-Time PCR ein negatives Er-
gebnis, obwohl die anderen Tests einen positiven Helicobacter pylori-

Infektionsstatus feststellten.

In Hinblick auf die Sensitivitatstestung ordnete die Real-Time PCR allen positi-

ven Ergebnissen den richtigen Genotyp zu (Gruppe R I-Il). 25 Infektionen mit
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Helicobacter pylori-Stammen, die im E-Test auf Clarithromycin sensitiv getestet
wurden und in der Real-Time PCR positiv waren, wurden in der Schmelzkur-
venanalyse als sensitiv (23S rRNA-Wildtyp; Schmelzkurvenmaximum bei 63°C)
erkannt. Bei vier Patienten, die eine Infektion mit einem Clarithromycin-
resistenten Helicobacter pylori-Stamm hatten und von der Real-Time PCR als
positiv erkannt wurden, zeigte die Schmelzkurvenanalyse ein Schmelzkurven-
maximum bei 54°C. Dies bestatigte eine 23S rRNA-Mutation (A2142G oder

A2143G) mit daraus resultierender Clarithromycin-Resistenz.

Tab. 12: Ergebnisse der Real-Time PCR

Goldstandard Real-Time PCR
Gruppe Anzahl der
PP H. pylori- E-Test H. bvlori Schmelz- Patienten
Inf.-Status aus Kultur? Py kurvenanalyse®
. - . Empfindlich
RI Positiv Empfindlich  Positiv (63 °C) 25
. . - Resistent
Rl Positiv Resistent Positiv (54 °C) 4
R I Positiv Empfindlich  Negativ — 14
RIV Positiv Resistent Negativ — 2
RV Positiv NCG Negativ — 1
R VI Negativ NCG Negativ — 54

#MHK < 1 pyg/ml = Empfindlich; MHK > 1 ug/mL = Resistent
® in Klammern sind die Temperaturen der Schmelzkurvenmaxima angegeben
NCG Kein Kulturwachstum

Die statistische Auswertung fur die Real-Time PCR ist in Tab. 13 dargestellit.
Bei den 100 getesteten Patienten zeigte die Real-Time PCR flr den Nachweis
von Helicobacter pylori eine Sensitivitat von 63%, eine Spezifitat von 100%,
einen PPW von 100% und einen NPW von 76,1%.
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Tab. 13: Statistische Analyse der Real-Time PCR

Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

Positiver Neaativer falsch- falsch-  Sensitivitat Spezifitat PPW NPW

Proben Pgoben positiver negativer (%) (%) (%) (%)
Proben Proben

29 54 0 17 63,0 100 100 76,1
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V  Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden nicht-invasive diagnostische Methoden (ein
EIA und eine Real-Time PCR fur Stuhlmaterial) mit den Goldstandard-
Methoden der Helicobacter pylori-Diagnostik bei Kindern verglichen. Der
Helicobacter pylori-Infektionsstatus von 100 Kindern wurde durch Histologie,
Kultur und "*C-Harnstoff-Atemtest festgelegt und mit den Ergebnissen des
Stuhl-EIA und der Real-Time PCR verglichen.

Nach den aktuellen Maastricht 11l Consensus Leitlinien (2005) sollten Kinder mit
unklaren Oberbauchbeschwerden auf Helicobacter pylori getestet werden [94].
Der Goldstandard zum Nachweis von Helicobacter pylori bei Kindern ist die
Osophagogastroduodenoskopie mit Schleimhautbiopsien und konsekutiven
histopathologischen und mikrobiologischen Untersuchungen [37]. Aufgrund der
Resistenzlage sollte bei der Helicobacter pylori-Diagnostik von Kindern immer
eine Resistenztestung erfolgen [37]. Gerade in Hinsicht auf die zunehmende
Clarithromycin-Resistenz von Helicobacter pylori (Primarresistenzrate bei
Kindern etwa 20%) und dem damit verbundenen signifikant erhdhten Therapie-
versagen, lag ein Schwerpunkt der Arbeit in der Evaluation der nicht-invasiven
Clarithromycin-Sensitivitatstestung mittels der Real-Time PCR [75, 99, 153].

1 Diskussion des Patientenkollektivs und der Standard-
Diagnostik

Die Studie wurde an 100 Kindern im Alter von 0 bis 18 Jahren durchgeflthrt
(Durchschnittsalter 9,36 Jahre). Bezuglich der Altersverteilung der Kinder konn-
te eine gleichmaRige Verteilung Uber die verschiedenen Altersgruppen erzielt
werden (28 Kinder < 6 Jahre; 36 Kinder > 6 und < 12 Jahre; 36 Kinder > 12
Jahre). Gerade bei jungeren Kindern (< 6 Jahre) gibt es vergleichsweise wenig
Studien zur Helicobacter pylori-Diagnostik [57]. Es zeigt sich, dass bei Kindern
unter 6 Jahren "*C-Harnstoff-Atemtests vermehrt falsch-positive und serologi-
sche Untersuchungen vermehrt falsch-negative Ergebnisse erzielen konnen
[57, 70]. Durch eine gleichmaliige Altersverteilung berlcksichtigt diese Arbeit
auch junge Kinder (< 6 Jahren), bei denen womaoglich schwierigere Testbedin-

gungen vorliegen.
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Durch die Standardmethoden der Diagnostik wurde fur 46 Kinder ein positiver
und fur 54 Kinder ein negativer Helicobacter pylori-Status definiert. Histologie,
Kultur und *C-Harnstoff-Atemtest zeigten mit Ausnahme eines Falles durchweg
Ubereinstimmende Ergebnisse. Bei einem Kind waren Histologie und Atemtest
positiv, jedoch zeigte die Kultur ein negatives Ergebnis (Gruppe H llI; siehe
Tab. 6, Seite 30). Da die Histologie eine sehr spezifische Methode zum Nach-
weis von Helicobacter pylori ist und neben dieser auch der Atemtest positiv war,
wurde diese Probe als positiv gewertet. Der kulturelle Nachweis von
Helicobacter pylori hat zwar definitionsgemald eine Spezifitdt von 100%, jedoch
lasst der Test auch falsch-negative Ergebnisse zu [85]. Dies ist dadurch erklar-
bar, dass bei Magenschleimhautbiopsien von Helicobacter pylori-positiven Pati-
enten auch ein nicht-kolonisiertes Areal biopsiert werden und damit ein negati-
ves Ergebnis vorliegen kann. Deshalb sollen in der Helicobacter pylori-
Diagnostik immer mindestens zwei diagnostische Tests durchgeflihrt werden
[57]. Dies wurde bei der Definition des Helicobacter pylori-Infektionsstatus in

dieser Studie beachtet.

Bezuglich der Clarithromycin-Resistenz zeigte sich durch die Standard-
Methoden eine Resistenzrate bei 6 von 46 infizierten Kindern (13%). Dies liegt
nur knapp unter der in der Literatur beschriebenen Resistenzrate von etwa 20%
[75]. Es liegt somit ein reprasentativer Anteil an Clarithromycin-resistenten In-
fektionen in der Studienpopulation vor. Jedoch muss angemerkt werden, dass
mit sechs Patienten leider nur eine geringe Zahl an resistenten Fallen vorliegt.
Dieses Problem hatte nur durch eine hohere Anzahl an Patienten gelost werden

konnen, die flr diese Studie aber leider nicht akquiriert werden konnten.

2 Diskussion des Stuhl-EIA

Stuhlantigentests mittels monoklonaler Antikorper sind mittlerweile eine aner-
kannte Methode in der Diagnostik zum Nachweis von Helicobacter pylori bei
Kindern [37]. Der monoklonale Stuhl-EIA, der in dieser Arbeit durchgefihrt wur-
de (Amplified IDEIA Hp StAR, DakoCytomation), zeigte bezogen auf den
Helicobacter pylori-Infektionsstatus eine Sensitivitdt und Spezifitat von 95,7%

und 100%. Lediglich bei zwei Helicobacter pylori-positiven Kindern konnte der
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Test keine Infektion nachweisen (Gruppe E IlI; siehe Tab. 8, Seite 32). Dies be-
statigt die Ergebnisse anderer monoklonaler EIA, die ebenfalls eine hohe Sensi-
tivitat und Spezifitat (von Uber 95%) zeigten [74, 152]. Durch eine einfache
Durchfuhrbarkeit und ein schnelles Ergebnis innerhalb von zwei bis drei Stun-
den eignet sich der Stuhl-EIA hervorragend auch im ambulanten Bereich. Die
Stuhlproben kdnnen von der padiatrischen Praxis direkt an ein Labor verschickt
werden, welches das Material dann weiter untersucht und nach wenigen Stun-
den ein Ergebnis liefern kann. Vorteil gegeniiber dem *C-Harnstoff-Atemtest

ist, dass keine Spezialgerate und speziell geschultes Personal notwendig sind.

Der Amplified IDEIA Hp StAR zeigte gerade bei den 28 Kindern unter sechs
Jahren exzellente Ergebnisse (Sensitivitat und Spezifitat je 100%; siehe Tab.
10, Seite 33). Wie schon angefuhrt, erweist sich die Helicobacter pylori-
Diagnostik von Kindern unter sechs Jahren oft schwieriger als bei alteren Kin-
dern. Der '®*C-Harnstoff-Atemtest konnte in dieser Gruppe nur bei acht von
20 Kindern durchgefuhrt werden. Bei Sauglingen oder Kleinkindern ist die Diag-
nostik mittels '*C-Harnstoff-Atemtest schwieriger durchzufiihren als bei alteren
Kindern und kann auf’erdem vermehrt falsch-positive Werte zeigen. Der Stuhl-
EIA sollte gerade in dieser Gruppe angewendet werden, da das Stuhlmaterial
im Vergleich zu den Atemproben wesentlich einfacher zu erhalten und keine
Kooperation des Patienten notwendig ist. Bei Kleinkindern und Sauglingen ist
also der Stuhl-EIA eine geeignete und attraktive Alternative fir die nicht-

invasive Diagnostik.

Um in dieser Arbeit eine einheitliche Diagnostik zu gewahrleisten, wurde ledig-
lich Stuhlmaterial von therapie-naiven Kindern untersucht. Der Stuhl-EIA kénnte
sich bei Kindern auch in der Diagnostik nach erfolgter Eradikationstherapie als
gute Alternative zum "*C-Harnstoff-Atemtest erweisen. Hierfiir liegen in anderen

Studien bereits viel versprechende Ergebnisse vor [56].

Auch wenn der Stuhl-EIA ein sehr guter nicht-invasiver Test ist, hat er den
Nachteil, dass eine Clarithromycin-Empfindlichkeitstestung nicht mdglich ist. Da
in der Primardiagnostik nach den aktuellen Leitlinien der AWMF (Arbeitsge-
meinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschaften e.V.) von
2009 bei Kindern eine Resistenztestung erfolgen soll, musste hier also auf an-

dere Verfahren zurlickgegriffen werden [37]. In dieser Arbeit wurde eine nicht-
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invasive Alternative mit Resistenztestung in Form der Real-Time PCR evaluiert,

die im Folgenden diskutiert werden soll.

3 Diskussion der Real-Time PCR

Real-Time PCR-Methoden ermdglichen durch den Nachweis von Punktmutatio-
nen der 23S rRNA eine Clarithromycin-Sensitivitatstestung in der Helicobacter
pylori-Diagnostik. Verschiedene Real-Time PCRs wurden schon fir die Sensiti-
vitatstestung von Bakterienkulturen und Schleimhautbiopsien angewandt [22,
45, 87, 111]. Eine solche Real-Time PCR, die erstmals Stuhl als Probenaus-
gangsmaterial untersuchte, wurde von Schabereiter-Gurtner et al. etabliert und
an 92 Erwachsenen getestet [126]. Diese Real-time PCR (Helicobacter pylori
ClariRes assay, Ingenetix) erwies sich mit einer Sensitivitat und Spezifitat von
jeweils 98% als sehr akkurate Methode zur nicht-invasiven Resistenztestung
bei Erwachsenen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Helicobacter pylori
ClariRes assay an Stuhlmaterial von 100 Kindern getestet. Auf diese Weise
wurde erstmals bei Kindern eine nicht-invasive  Clarithromycin-

Sensitivitatstestung evaluiert.

Bei 46 der 100 Kinder wurde durch die Goldstandard-Methoden ein positiver
Helicobacter pylori-Status ermittelt. Der Helicobacter pylori ClariRes assay zeig-
te einen positiven Infektionsnachweis bei 29 dieser 46 Kinder (Gruppen R I-I1;
siehe Tab. 12, Seite 35). Es ergab sich mit 63% eine Sensitivitat, die signifikant
niedriger war als die Sensitivitat, die bei Erwachsenen ermittelt wurde (98%)
[126].

Es stellt sich die Frage, warum bei 17 Kindern ein falsch negatives Ergebnis
und damit eine deutlich niedrigere Sensitivitat erzielt wurde. Interessanterweise
ergab der Stuhl-EIA fur 15 dieser 17 falsch-negativen Versuche einen positiven
Nachweis. Deshalb kann angenommen werden, dass ausreichend Helicobacter
pylori-Proteine in diesen Stuhlproben vorhanden waren. Die stichprobenartige
DNA-Quantifizierung nach der Stuhlaufreinigung mittels QlAamp DNA Stool
Mini Kit ergab eine durchschnittiche Gesamt-DNA-Menge von 185 bis
250 ng/ul, die in einem ausreichendem Reinheitsgrad vorlag (durchschnittlicher
OD260 nm/OD2go nm > 1,8; siehe Tab. 11, Seite 34). Die Nachweisgrenze des
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Helicobacter pylori ClariRes assay wurde von Schabereiter-Gurtner et al. fir
etwa 10-15 pg/g Stuhl ermittelt [126]. Es ist also unwahrscheinlich, dass eine zu
geringe DNA-Menge im Stuhl Grund fur die falsch-negativen Resultate war. Al-
lerdings kann durch die DNA-Quantifizierung keine Aussage uber die Qualitat
der vorliegenden DNA gemacht werden. Eine Moglichkeit der schlechten Sensi-
tivitat konnte somit eine minderwertige Qualitat der DNA gewesen sein. Da die
Proben teilweise bei -20°C zwischengelagert werden mussten, ist nicht auszu-
schlielen, dass dadurch die DNA degradiert wurde und die Real-Time PCR

deshalb falsch-negative Ergebnisse erzielte.

Eine weitere Mdglichkeit fur die herabgesetzte Empfindlichkeit der PCR sind
PCR-Inhibitoren, die sich v.a. in organischem Material (besonders Stuhl und
Gewebe) finden [106, 107]. Es existieren verschiedene Aufreinigungsmethoden,
die das Stuhlmaterial von diesen Inhibitoren befreien und DNA aus den Proben
anreichern [65]. In dieser Arbeit wurde flir die Stuhlaufreinigung das QlAamp
DNA Stool Mini Kit gewahlt, um moglichst standardisiert und mit einer etablier-
ten Methode DNA aus dem Ausgangsmaterial zu gewinnen. PCR-Inhibitoren
konnen als Ursache fur die falsch-negativen Ergebnisse weitestgehend ausge-
schlossen werden, da die interne Amplifikationskontrolle, die nach der
Stuhlaufreinigung dem PCR-Ansatz hinzugegeben wurde, in allen Fallen ein
positives Schmelzkurvenkorrelat zeigte. Aus diesem Grund sind auch Fehler,
die mit dem PCR-Ansatz zusammenhangen (fehlende Substanzen oder Verun-
reinigungen), unwahrscheinlich, da auch in diesen Fallen keine Amplifikation

der internen Kontrolle erfolgt ware.

Ein weiterer Grund fur die herabgesetzte Sensitivitat im Vergleich zur Testung
bei Erwachsenen, sind womdglich Unterschiede im Magen-Darm-Trakt von Er-
wachsenen und Kindern. So kénnte z.B. eine unterschiedliche mikrobakterielle
Darmbesiedelung oder eine kurzere, schnellere Darmpassage bei Kindern die
Qualitat der DNA im Stuhl fur die PCR-Testung beeinflussen.

Bei allen 54 Helicobacter pylori-negativen Kindern bestéatigte die Real-Time
PCR ein negatives Ergebnis (Spezifitdt 100%; siehe Tab. 12, Seite 35). Dieses
Ergebnis liegt nahe an der Spezifitat (98%), die mit dem Helicobacter pylori
ClariRes assay bei Erwachsenen ermittelt wurde [126]. Es deutet also darauf

hin, dass die im Helicobacter pylori ClariRes assay verwendeten Primer sehr
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spezifisch an Helicobacter pylori-DNA binden. Dieses Argument wird noch deut-
licher, wenn man die positiven Ergebnisse des Helicobacter pylori ClariRes as-
say betrachtet. Alle 29 positiv getesteten Kinder zeigten auch ein positives
Helicobacter pylori-Kulturergebnis. Auch die Clarithromycin-Sensitivitatstestung
bestatigte in allen Fallen das durch den E-Test ermittelte Ergebnis (Gruppen R
I-1l; siehe Tab. 12, Seite 35). Die Schmelzkurvenanalyse der LightCycler Soft-
ware war einfach zu interpretieren und zeigte eindeutige Schmelzkurvenmaxi-
ma. Es konnte also im Falle eines positiven Helicobacter pylori ClariRes assay
immer eine exakte Aussage Uber die Clarithromycin-Sensitivitat gemacht wer-
den. Die Real-Time PCR lieferte gegentber dem E-Test sogar noch zusatzliche
Information Uber die Art der Punktmutation der 23S rRNA (in allen 4 Fallen
A2142G oder A2143G).

Ein Vorteil der Real-Time PCR ist, dass sie sehr schnelle Ergebnisse liefert
(nach etwa drei Stunden). Stuhlaufreinigung und Real-Time PCR waren nach
einer kurzen Einubungsphase einfach durchzufuhren. Ein Nachteil dieser Me-
thode ist jedoch, dass durch den LightCycler ein sehr teures Gerat zur Verfu-
gung stehen muss und zusatzlich die Materialien fur diesen Test teuer sind
(Kosten etwa 50 € pro Probe). Es ist somit, verglichen zu Stuhl-EIA (17 €) und
3C-Harnstoff-Atemtest (25 €), eine relativ teure Untersuchung fur die Routine-
diagnostik.

4  Fazit und Ausblick

Eine invasive Helicobacter pylori-Diagnostik liefert neben einem Keimnachweis
wertvolle Informationen Uber Entzindungsgrad der Magenschleimhaut, pepti-
sche Ulzera und Keimresistenz, bringt jedoch eine psychische Belastung fir
Kinder und Eltern sowie mogliche Nebenwirkungen und Komplikationen des
invasiven Eingriffes. Die nicht-invasive Diagnostik in Form von Stuhltests ge-
winnt immer mehr an Bedeutung, da diese Tests schnelle Ergebnisse liefern
und auch im ambulanten Bereich ohne eine spezielle Ausstattung erfolgen kon-

nen.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass der Stuhl-EIA ein sensitiver (95,7%) und spe-
zifischer (100%) Test in der Diagnostik von Helicobacter pylori ist. Gerade bei

Kindern unter sechs Jahren zeigt der Stuhl-Test im Vergleich zum '*C-
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Harnstoff-Atemtest gute Ergebnisse und kann ohne Kooperation des Patienten

angewandt werden.

Der Nachweis von Helicobacter pylori aus dem Stuhl von Kindern durch den
Helicobacter pylori ClariRes assay zeigte eine sehr hohe Spezifitdt (100%),
aber nur eine geringe Sensitivitat (64%). Die Arbeit konnte zeigen, dass der
Nachweis von Helicobacter pylori aus Stuhlmaterial durch Real-Time PCRs
schwierig ist und bisher nicht die anderen diagnostischen Tests ersetzen kann.
Insbesondere eignet sich der Helicobacter pylori ClariRes assay aufgrund der
niedrigen Sensitivitat nicht als Screening-Test in der Diagnostik von Helico-
bacter pylori. Fur bestimmte Fragestellungen, z.B. als Bestatigungstest nach
positivem Stuhl-EIA, ware der Test gegebenenfalls geeignet, um zusatzliche

Informationen Uber die Clarithromycin-Sensitivitat zu liefern.

Um nicht zu viele beeinflussende Faktoren zu erhalten, wurden nur Kinder in
die Studie aufgenommen, die vorher keine Therapie gegen Helicobacter pylori
erhalten hatten. Eine Frage, die sich durch diese Studie nicht beantworten lasst,
ist die diagnostische Wertigkeit des EIA und der Real-Time PCR nach Therapie.
Insbesondere fur den Helicobacter pylori ClariRes assay ware diese Fragestel-
lung interessant, da bei Therapieversagern die Resistenzrate fir Clarithromycin
stark ansteigt. Hier ware eine nicht-invasive Diagnostik besonders erstrebens-

wert, um eine erneute Gastroskopie zu vermeiden.
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VI Zusammenfassung

Helicobacter pylori, ein gramnegatives Stabchenbakterium, kann durch eine
Invasion der Magenschleimhaut Erkrankungen wie die Typ B-Gastritis, die gast-
roduodenale Ulkuserkrankung, das Magenkarzinom sowie das MALT-Lymphom
hervorrufen. Etwa die Halfte der Weltbevdlkerung ist von einer Infektion betrof-
fen und damit potentiell einem erhéhten Risiko fur diese Erkrankungen ausge-
setzt. Die Behandlung einer Helicobacter pylori-Infektion erfolgt durch eine
Kombinationstherapie, bestehend aus zwei Antibiotika — Clarithromycin plus
Metronidazol oder Clarithromycin plus Amoxicillin — und einem Protonenpum-
pen-Inhibitor. Therapeutische Probleme bereiten zunehmende Antibiotika-
Resistenzen von Helicobacter pylori — insbesondere Resistenzen gegen
Clarithromycin, die fast immer mit einem Therapieversagen assoziiert sind. Die
derzeitige Goldstandard-Diagnostik mittels Osophagogastroduodenoskopie be-
inhaltet deshalb neben dem Keimnachweis immer auch eine Antibiotika-

Sensitivitatstestung.

Ziel dieser Arbeit war es, zwei nicht-invasive Tests — einen Enzymimmunoassay
(Amplified IDEIA Hp StAR; DakoCytomation) und eine Real-Time PCR
(Helicobacter pylori ClariRes assay; Ingenetix) — an Stuhlmaterial von 100
symptomatischen, therapie-naiven Kindern zu testen und mit den gangigen Me-
thoden der Helicobacter pylori-Diagnostik zu vergleichen. Der Infektionsstatus
der Kinder wurde durch die Methoden Histologie, Kultur und '*C-Harnstoff-

Atemtest festgelegt.

Die Standard-Methoden zeigten fir 54 Kinder einen negativen Helicobacter
pylori-Infektionsstatus. Dieses Ergebnis wurde durch beide Stuhltests bestatigt
(Spezifitat jeweils 100%). Fur die restlichen 46 Kinder wurde durch die Stan-
dard-Methoden ein positiver Infektionsstatus festgestellt. Der Stuhl-EIA besta-
tigte bei 44 dieser Kinder das positive Ergebnis und zeigte nur zwei falsch-
negative Tests (Sensitivitat 95,7%). Die Real-Time PCR lieferte bei 29 dieser
Kinder ein positives Ergebnis (Sensitivitat 69%). Fur diese 29 Kinder konnte die
Clarithromycin-Sensitivitatstestung des Helicobacter pylori ClariRes assay in

allen Fallen das Ergebnis des E-Tests bestatigen.
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Es stellte sich heraus, dass der Stuhl-EIA durch seine exzellente Sensitivitat
und Spezifitat Uber alle Altersgruppen ein guter Test ist, der gunstig und leicht
durchzufuhren ist. Gerade bei Kindern unter sechs Jahren sollte er statt des
ebenfalls nicht-invasiven *C-Harnstoff-Atemtests angewendet werden. Nachteil
des Stuhl-EIA bleibt jedoch eine fehlende Clarithromycin-Sensitivitatstestung.
Der Helicobacter pylori ClariRes assay stellte sich zwar ebenfalls als schnelle
und einfache diagnostische Methode dar, lieferte aber einige falsch-negative
Ergebnisse (14 Kinder) und ist, verglichen mit den anderen nicht-invasiven
Tests, relativ teuer. Daher kann dieser Test keine Alternative zur bisherigen
Diagnostik darstellen und sollte lediglich als Zusatzuntersuchung flur spezielle
Fragestellungen eingesetzt werden. So konnte er z.B. als Bestatigungstest
nach positivem Stuhl-EIA hilfreich sein, um zusatzliche Informationen Uber eine

madglicherweise vorhandene Clarithromycin-Resistenz zu liefern.

In dieser Studie wurden nur therapie-naive Kinder in die Untersuchung einbe-
zogen. Ob diese Tests bei Kindern nach erfolgter Eradikationstherapie ahnliche

Ergebnisse liefern, bedarf einer Bestatigung durch weitere Studien.
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VIl Summary

The gram negative bacterium Helicobacter pylori colonizes the gastric mucosa
and potentially induces chronic gastritis, peptic ulcer disease, gastric cancer
and MALT lymphoma. About half of the world’s population is infected by Helico-
bacter pylori and therefore at higher risk for these diseases. Treatment of
Helicobacter pylori comprises a combination therapy of two antibiotics
(Clarithromycin plus Amoxicillin or Clarithromycin plus Metronidazole) and a
proton pump inhibitor. Therapeutic problem is an increasing antibiotic resistance
of Helicobacter pylori — especially it's resistance to Clarithromycin which is
strongly associated with treatment failure. Thus, “gold standard” of Helicobacter
pylori diagnostics includes gastroduodenoscopy with concomitant susceptibility

testing of antibiotics.

Aim of this study was to evaluate an enzyme immuno assay (Amplified IDEIA
Hp StAR; DakoCytomation) and a real-time PCR (Helicobacter pylori ClariRes
assay; Ingenetix) for the detection of Helicobacter pylori infection in stool sam-
ples from 100 symptomatic children. The results of these stool methods were
directly compared with the results obtained from histological examination of

gastric biopsy specimens, culturing and the ">C-urea breath test.

Fecal specimens from all 54 children who were shown to be non-infective by
“gold standard” tests gave true-negative results in both stool tests (specificity
100%). Of the remaining 46 children a positive Helicobacter pylori status was
shown by standard methods. The stool EIA confirmed 44 of these children to be
infective giving only two negative results (sensitivity 95.7%). The real-time PCR
found only 29 cases to be Helicobacter pylori positive (sensitivity 63%). For
these 29 cases the Helicobacter pylori ClariRes assay confirmed all results from

phenotypic Clarithromycin susceptibility testing by Etest.

In summary, this investigation demonstrates that the stool EIA is a very accu-
rate and inexpensive test that can easily and quickly be performed. Especially in
children under the age of six years the test should be used instead of the *C-
urea breath test. Disadvantage of the stool EIA remains a missing Clarithromy-
cin susceptibility testing. The Helicobacter pylori ClariRes assay is also a quick

and simple diagnostic method, but showed 14 false-negative results and is rela-
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tively expensive compared to the other non-invasive methods. Thus, the real-
time PCR cannot replace other tests for the accurate diagnosis of Helicobacter
pylori infection in children but could be used for specific questions. For instance
the Helicobacter pylori ClariRes assay could help as a confirmation test after
positive stool EIA to give additional information about a possible Clarithromycin

resistance.

In this study only therapy-naive children were included in the investigations.
Thus, other studies need to evaluate these tests for children after eradication

therapy.
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et al.
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Fachgesellschaften e.V.
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cytotoxin-associated gene A
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Enzymimmunoassay
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Lateinisch
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IX Anhang

2 Sequenz der 23S rRNA von Helicobacter pylori

In Abb. 7 ist die Sequenz der 23S rRNA des Helicobacter pylori-
Stamms 26695 abgebildet (Genbank Accession Nummer: NC 000915;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Farblich markiert sind die haufigsten
Clarithromycin-Mutationen (A2142C/G, A2143G und T2171C) und die im
Helicobacter pylori ClariRes assay verwendeten Primer.

1 taaggcagtg gtagcgctga agaatattcg tgcaattgtc gttattcatt ataaaaaggg
61 cgggttttaa aggatatttt aaaatttaaa acaagctttt aagagcagat ggcggatgcc
121 ttgccaaaga gaggcgat ga aggacgtact agactgcgat aagctatgcg gagctgtcaa
181 ggagctttga tgcgtagatg tccgaat ggg gcaacccaac taatagagat attagttact
241 ctttaat aga gagcgaacct agtgaagtga aacatctcag taactagagg aaaagaaatc
301 aacgagattc cctaagtagt ggcgagcgaa cggggaaaag ggcaaaccga gtgcttgcat
361 tcggggttga ggactgcaac atccaagaga acgctttagc agagttacct ggaaaggtaa
421 gccat agaaa gtgatagcct tgtatgcgac aaggcgttct taggtagcag tatccagagt
481 aggccaggac acgagaaatc caggttgaag ccggggagac cactctccaa ccctaaatac
541 tactctttga gcgatagcga acaagtaccg tgagggaaag gt gaaaagaa ccgcagtgag
601 cggagt gaaa tagaacctga aaccatctgc ttacaatcat tcagagccct atgatttatc
661 agggtgatgg actgcctttt gcataatgat cctgcgagtt gtggtatctg gcaaggttaa
721 gcgaat gcga agccgtagcg aaagcgagtc ttaatagggc gaacaagtca gatgctgcag
781 acccgaagct aagtgatcta tccatggcca agttgaaacg cgtgtaatag cgcgtggagg
841 actgaactcg tacccattga aacgggttgg gatgagctgt ggataggggt gaaaggccaa
901 acaaacttag tgatagctgg ttctcttcga aatatattta ggtatagcct caagtgataa
961 taaaaggggg tagagccctg attgggctag ggctgctcgce cgcggtacca aaccctatca
1021 aacttcgaat accttttatc gtatcttggg agtcaggcgg tgggtgataa aatcaatcgt
1081 caaaagggga acaacccaga ctaccaaata aggtccctaa gttctattct gagtggaaaa
1141 agatgtgtgg ctactcaaac aaccaggagg ttggcttaga agcagccatc ctttaaagaa
1201 agcgtaacag ctcactggtc tagtggtcat gcgctgaaaa tataacgggg ctaagataga
1261 caccgaattt gtagattgtg ttaaacacag tggtagaaga gcgttcatac cagcgttgaa
1321 ggtataccgg taaggagtgc tggagcggta tgaagtgagc atgcaggaat gagtaacgat
1381 aagatatatg agaattgtat ccgccgtaaa tctaaggttt cctacgcgat ggtcgtcatc
1441 gtagggttag tcgggtccta agccgagtcc gaaaggggta ggtgatggca aattggttaa
1501 tattccaata ccgactgtgg agcgtgat gg ggggacgcat agggttaagc gagctagctg
1561 at ggaagcgc tagtctaagg gcgtagattg gagggaaggc aaatccacct ctgtatttga
1621 aacccaaaca ggctctttga gtccttttag gacaaaggga gaatcgctga taccgtcgtg
1681 ccaagaaaag tctctaagca tatccatagt cgtccgtacc gcaaaccgac acaggtagat
1741 gagatgagta ttctaaggcg cgtgaaagaa ctctggttaa ggaactctgc aaactagcac
1801 cgtaagttcg cgataaggtg tgccacagcg atgtggtctc agcaaagagt ccctcccgac
1861 tgtttaccaa aaacacagca ctttgccaac tcgtaagagg aagtataagg tgtgacgcct
1921 gcccggtget cgaaggttaa gaggat gcgt cagtcgcaag at gaagcgtt gaattgaagc
1981 ccgagtaaac ggcggccgta actataacgg tcctaaggta gcgaaattcc ttgtcggtta
2041 aataccgacc tgcatgaatg gcgtaacgag atgggagctg tctcaaccag agattcagtg
2101 aaattgtagt ggaggtgaaa attcctccta cccgcggcaa gacggg@aaga ccccgtggac
2161 ctttactaca acttagcact gctaatggga atatcatgcg caggat aggt gggaggcttt
2221 gaagtaaggg ctttggctct tatggagcca tccttgagat accacccttg atgtttctgt
2281 tagctaactg gcctgtgtta tccacaggca ggacaatgct tggtgggtag tttgactggg
2341 gcggtcgect cctaaaaagt aacggaggct tgcaaaggtt ggctcattgc ggttggaaat
2401 cgcaagttga gtgtaatggc acaagccagc ctgactgtaa gacatacaag tcaagcagag
2461 acgaaagtcg gtcatagtga tccggtggtt ctgtgtggaa gggccatcgc tcaaaggata
2521 aaaggtaccc cggggataac aggctgatct cccccaagag ctcacatcga cggggaggtt
2581 tggcacctcg atgtcggctc atcgcatcct ggggctggag caggtcccaa gggtat ggct
2641 gttcgccatt taaagcggta cgcgagctgg gttcagaacg tcgtgagaca gttcggtccc
2701 tatctgccgt gggcgtagga aagttgagga gagctgtccc tagtacgaga ggaccgggat
2761 ggacgtgtca ctggtgcacc agttgttctg ccaagagcat cgctgggtag ctacacacgg
2821 atgtgataac tgctgaaagc atctaagcag gaagccaact ccaagatgaa ctttccctga
2881 agctcgcaca aagactatgt gcttgatagg gtagatgtgt gagcgcagta atgcgtttag
2941 ctgactacta ctaatagagc gtttggecttg ttttt

Mut ati onen assoziiert mit Carithromycin-Resistenz
A2142C, A2142G, A2143G

A i gonukl eoti dpriner und —Sonde der verwendeten Real - Ti ne PCR:
23S-F (2069-2090); 23S-R (2187-2205); 23S-S (2139-2156)

Abb. 7: Sequenz der 23S rRNA von Helicobacter pylori
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12,8 | neg. | neg. | neg. 1,1 | neg neg. 0,030 | neg
3,6 | pos. | pos. | pos. 76 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,524 | neg.

pos. | pos. | pos. 32,5|pos. | sens. <0,016 | pos. 3,452 | pos. Wildtyp

12,0 | pos. | pos. | pos. 26,9 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,450 | neg.

3,4 | neg. | neg. | neg. 0,3] ND neg. 0,040 | neg.

15,1 ] pos. | pos. | pos. 16,2 | pos. | sens. <0,016 | pos. 1,806 | pos. Wildtyp
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7,6 | pos. | pos. | pos. 71,4 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,487 | pos. Wildtyp

10 | 15,5] neg. | neg. | neg. 0,3] ND neg. 0,038 ] neg.
11 | 14,0 ] pos. | pos. | pos. 27,8 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,379 | neg.
12 | 11,6 | pos. | pos. | pos. 17,8 | pos. | Resist. >256 [ pos. 2,300 | neg.
13 | 12,6 | neg. [ neg. | ND neg. neg. 0,025 ] neg.
14 4,4 | neg. | neg. | neg. 1] ND neg. 0,025 | neg.
15 | 13,1 ] neg. | neg. | neg. 0,1] ND neg. 0,022 | neg.
16 | 11,1 ] pos. | pos. | pos. 18,6 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,489 | pos. Wildtyp
17 |1 12,0 neg. [ neg. | ND neg. neg. 0,019 ] neg.
18 7,9 | pos. | pos. | pos. 25,8 [ pos. | sens. 0,016 | pos. 3,470 [ pos. Wildtyp
19 1,6 | neg. [neg.| ND neg. neg. 0,029 | neg.
20 | 10,9 ] pos. | pos. | pos. 13,1 | pos. | sens. <0,016|pos. 3,486 | pos. Wildtyp
21 2,4 | neg. | neg. | neg. 1,4 | neg. neg. 0,019 ] neg.
22 | 14,3 | pos. | pos. | pos. 15,6 | pos. | sens. <0,016|neg. 0,131 | neg.
23 3,2 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,018 ] neg.
24 4,2 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,019 | neg.
25 2,9 ]| neg. | neg. | ND ND neg. 0,020 | neg.
26 | 11,2 | neg. [ neg. | ND neg. neg. 0,020 | neg.
27 | 152| neg. [ neg. | ND neg. neg. 0,023 ] neg.
28 0,3 ] neg. | neg. | ND neg. neg. 0,015] neg.
29 | 12,3 | neg. [neg.| ND neg. neg. 0,029 | neg.
30 2,6 | neg. | neg.| ND neg. neg. 0,035 neg.
31 9,1 ] pos. | pos. | pos. 25,6 [ pos. | sens. 0,016 | pos. 2,995 [ pos. Wildtyp
32 | 15,8 ] pos. | pos. | pos. 11,6 | pos. | sens. <0,016 | pos. 0,393 | pos. Wildtyp
33 4,2 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,033 | neg.
34 6,7 | pos. | pos. | pos. 41,6 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,232 | neg.
35 0,8 | neg. | neg.| ND neg. neg. 0,039 | neg.
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36 | 13,7 | pos. | pos. | pos. 26,4 | pos. | Resist. >256 [ neg. 0,038 | neg.
37 0,5] neg. | neg. | ND neg. neg. 0,031 ] neg.
38 | 15,2 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,027 | neg.
39 [ 10,2] neg. | neg.| ND neg. neg. 0,037 | neg.
40 5,0 | neg. | neg. | neg. 0,9] ND neg. 0,030 | neg.
41 9,1] neg. | neg. | ND neg. neg. 0,070 | neg.
42 |1 17,1 ] neg. | neg. | neg. 0,3 | neg. neg. 0,038 ] neg.
43 [ 17,0 neg. | neg. | ND neg. neg. 0,036 | neg.
44 6,4 | pos. | pos.| ND pos.| sens. <0,016|pos. 3,034 | pos. Wildtyp
45 5,3 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,030 | neg.
46 4,6 | pos. | pos. | pos. 37,9 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,525 | pos. Wildtyp
47 9,4 | pos. | pos. | pos. 90,3 | pos. | Resist. 32| pos. 3,620 | pos. Resist. A2142/3G
48 0,4 | neg. [neg.| ND neg. neg. 0,033 | neg.
49 5,7 neg. | neg. | ND neg. neg. 0,030 | neg.
50 | 14,2 | pos. | pos. | pos. 19,4 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,543 | neg.
51 8,2 | pos. | pos. | ND pos.| sens. <0,016|pos. 2,684 | pos. Wildtyp
52 | 11,7 [ neg. | neg. | ND neg. neg. 0,043 | neg.
53 7,5| neg. [neg. | ND neg. neg. 0,049 | neg.
54 | 12,4 | pos. | pos. | pos. 11,3 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,660 | neg.
55 6,2 | neg. | neg. | ND neg. neg. 0,037 | neg.
56 8,1]| neg. | neg. | ND neg. neg. 0,034 | neg.
57 6,0 | pos. | pos. | pos. 8,5 | neg. pos. 3,487 | neg.
58 | 10,1 ] pos. | pos. | pos. 29,4 [pos. | sens. <0,016|pos. 3,602 | pos. Wildtyp
59 | 15,0 ] pos. | pos. | pos. 9,8 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,620 | neg.
60 | 14,5] pos. | pos. | pos. 13,6 | pos. | sens. 0,5 | pos. 3,559 | neg.
61 2,8 | neg. | neg. | ND ND neg. 0,036 | neg.
62 | 15,1 | neg. [neg.| ND neg. neg. 0,041 |neg.
63 1,5] neg. | neg. | ND ND neg. 0,039 | neg.
64 | 16,3 | pos. | pos. | pos. 13,9 | pos. | sens. <0,016 | pos. 0,649 | neg.
65 5,8 | pos. | pos. | pos. 21,2 | pos. | sens. 0,032 | pos. 3,356 | pos. Wildtyp
66 | 14,1 | pos. | pos.| ND pos.| sens. <0,016|pos. 0,615]pos. Wildtyp
67 9,7 | pos. [pos.| ND pos. | Resist. >256 | pos. 3,367 | pos. Resist. A2142/3G
68 | 10,2 | neg. | neg. | neg. 0,5 | neg. neg. 0,028 | neg.
69 | 13,3 | neg. | neg. | neg. 1,4 | neg. neg. 0,022 | neg.
70 5,1] neg. | neg. | ND neg. neg. 0,023 ] neg.
71 | 14,9 | pos. | pos. | ND pos.| sens. <0,016|pos. 3,435]|pos. Wildtyp
72 2,8 neg. [neg.| ND neg. neg. 0,035 neg.
73 | 12,2 ]| neg. | neg. | ND neg. neg. 0,051 |neg.
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74 9,8 | pos. | pos. | pos. 36,2 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,389 [ neg.
75 | 12,8 | pos. | pos. | pos. 16,1 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,268 | neg.
76 | 12,5] pos. | pos. | pos. 33 [pos.| sens. <0,016 | pos. 3,365 | pos. Wildtyp
77 |1 16,4 | neg. | neg. | neg. -0,1 | neg. neg. 0,030 | neg.
78 7,1 | neg. [neg. | ND ND neg. 0,024 | neg.
79 | 11,6 | pos. | pos. | pos. 23 | pos.| sens. <0,016|pos. 1,820 | pos. Wildtyp
80 4,7 neg. | neg.| ND neg. neg. 0,023 ] neg.
81 | 18,3 | neg. | neg.| ND neg. neg. 0,029 | neg.
82 2,3 | neg. | neg. | ND ND neg. 0,037 ] neg.
83 | 12,3 ]| neg. | neg. | neg. 2 | neg. neg. 0,039 | neg.
84 6,7 | pos. | pos. | pos. 28,7 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,385 | neg.
85 | 15,9 | pos. | pos. | pos. 39,2 | pos. | sens. 0,032 | pos. 2,971 [ pos. Wildtyp
86 | 13,1 pos. | pos. | pos. 13,8 | pos. | Resist. >256 | pos. 2,483 | pos. Resist. A2142/3G
87 5,2 neg. | neg. | ND neg. neg. 0,039 | neg.
88 | 12,2 | pos. | pos. | pos. 25,3 [ pos. | sens. 0,016 | pos. 3,191 [ neg.
89 3,3 ]| neg. | neg. | ND neg. neg. 0,040 | neg.
90 | 15,1 | neg. | neg. | neg. 1,3] ND neg. 0,040 | neg.
91 7,2 neg. | neg. | ND ND neg. 0,035 neg.
92 3,8 | pos. | pos. | pos. 19,9 | pos. | sens. <0,016 | pos. 3,057 | pos. Wildtyp
93 6,6 | pos. | pos. | pos. 79 | pos. | sens. <0,016|pos. 2,431 | pos. Wildtyp
94 | 10,7 | neg. | neg. | neg. 0,4 | neg. neg. 0,037 | neg.
95 | 14,2 | pos. | pos. | pos. 19,4 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,257 | pos. Wildtyp
96 | 11,2 | neg. [neg. | ND ND neg. 0,034 | neg.
97 8,5| pos. | pos. | pos. 21,2 | pos.| sens. <0,016 | pos. 2,922 |neg.
98 | 16,3 | pos. | pos. | pos. 22,7 | pos. | sens. 0,016 | pos. 1,532 | pos. Wildtyp
99 8,0 | pos. | pos. | pos. 19,5 | pos. | sens. <0,016 | pos. 2,830 | pos. Wildtyp
100 | 7,6 ] pos. | pos. | pos. 71,4 | pos. | sens. 0,016 | pos. 3,549 | pos. Wildtyp
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