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Fir meine Lehrer



,,Es gibt keine grossen Entdeckungen und Fortschritte,
solange es noch ein ungliickliches Kind auf Erden gibt*.

Albert Einstein

,Das Gesetz der Liebe liesse sich am leichtesten durch das
Beispiel der Kinder verstehen und erlernen®.

Mahatma Gandhi
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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Schnelltest zum Nachweis einer Helicobacter pylori-Infektion
bei Kindern

Helicobacter pylori spielt eine herausragende Rolle in der Pathogenese
verschiedener gastroduodenaler Erkrankungen. Durch die Charakterisierung
von Helicobacter pylori wurden entscheidende Befunde erhoben, die die
Pathogenitat dieses Bakteriums beweisen und das Wissen Uber die
gastroduodenalen Erkrankungen erweitert und revolutioniert haben.
Die Ergebnisse aus der Helicobacter pylori-Forschung haben Anderungen in
der Klassifikation als auch eine Verbesserung von Diagnostik und Therapie
der Helicobacter pylori-Infektionen bewirkt. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, die Bedeutung eines Vollblutschnelltests (Pyloriset Screen Il, Fa. Orion
Diagnostica) durch Vergleich mit einem Enzym-Immunoassay im Stuhl
(FemtoLab pylori Cnx, Fa. DAKO) an einer padiatrischen Population zu
evaluieren. Der Helicobacter pylori-Infektionsstatus wurde mittels eines
kommerziellen Vollblutschnelltests (Pyloriset Screen Il, Fa. Orion Diagnstica)
qualitativ erfasst. Als Referenzmethode der Evaluierung wurde ein
kommerzielles Enzym-Immunoassay (FemtoLab pylori Cnx, Fa. DAKO) der
Patientenstuhlproben durchgefiihrt. Dabei wurde fir den Vollblutschnelltest
(Pyloriset Screen Il, Fa. Orion Diagnostica) eine Sensitivitat von 45,5%, eine
Spezifitdt von 97,4%, eine Effizienz von 85,7%, ein positiv pradiktiver Wert
von 83,3% und ein negativ pradiktiver Wert von 86,1% evaluiert.
Fir epidemiologische Untersuchungen wund als Screeningmethode
insbesondere bei padiatrischen Patienten stellt der Vollblutschnelltest wegen
der geringen Sensitivitat kein geeignetes Verfahren dar.



1.2 Quick test to prove helicobacter pylori infection in children.

Helicobacter pylori plays a major role in the pathogenesis of various gastro-
duodenal diseases. By characterising helicobacter pylori, decisive findings
were established which prove the pathogeneity of this bacterium and which
have expanded and revolutionised the knowledge about gastro-duodenal
diseases. The results from the helicobacter pylori research have effected
changes in the classification and improvement of diagnostics and therapy of

the helicobacter pylori infections.

The aim of the present work was to evaluate the significance of a full blood
quick test (Pyloriset Screen Il, from Orion Diagnostica) through comparison
with an enzyme immunoassay in stool (FemtoLab pylori Cnx, from DAKO) in
a paediatric population. The helicobacter pylori infection status was
qualitatively recorded by means of a commercial full blood quick test
(Pyloriset Screen Il, from Orion Diagnstica). A commercial enzyme
immunoassay (FemtoLab pylori Cnx, from DAKO) of the patient stool
samples was conducted as a reference method of the evaluation.
A sensitivity of 45.5%, a specificity of 97.4%, an efficiency of 85.7%,
a positive predictive value of 83.3% and a negative predictive value of 86.1%
were evaluated for the full blood test (Pyloriset Screen Il, from Orion
Diagnostica). Because of the low sensitivity the full blood quick test does not
represent a suitable method for epidemiological examinations and as a
screening method, in particular with paediatric patients.



2 EINLEITUNG

2.1 Fragestellung

Dissertationsthema: Schnelltest zum Nachweis einer Helicobacter pylori-

Infektion bei Kindern.

Ziel der Untersuchung war es insbesondere, Alternativen zum '*C-Harnstoff -
Atemtest fir die Ermittlung des H. pylori-Infektionsstatus herauszuarbeiten,
da dieser bei Kleinkindern und Sauglingen im Vergleich zu Erwachsenen
nicht einfach durchfihrbar ist. Ein Vollblutschnelltest (Pyloriset Screen I, Fa.
Orion Diagnostica) wurde im Vergleich mit einem Enzymimmunoassay im
Stuhl (FemtoLab pylori Cnx, Fa. DAKQO) an einer padiatrischen Population
evaluiert. Unsere Studienergebnisse wurden in Bezug auf Durch-
seuchungsrate, Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen pradiktiven
Vorhersagewert und diagnostische Genauigkeit mit anderen Studien
padiatrischer und nicht-padiatrischer Populationen verglichen und diskutiert.
Es wurde uOberprift, ob der zu evaluierende Vollblutschnelltest in der
taglichen Praxis als Screening-Methode bei Kindern einsetzbar ist.
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2.2 Historischer Uberblick

Vor der Entdeckung von Helicobacter pylori wurde in erster Linie die
gesteigerte Sauresekretion des Magens in Zusammenhang mit gestérten
Schutzmechanismen der Magenschleimhaut fir die Entstehung eines
Ulkusleidens angesehen. Es fanden immer wirksamere S&ure-
sekretionshemmer, zuerst  die Ho-Blocker und spater  die
Protonenpumpenhemmer in der Therapie der Ulkusleiden Anwendung.
Im Jahre 1983 berichtete der australische Pathologe Robin Warren in einem
Brief an den Lancet von der haufigen Assoziation zwischen aktiver
chronischer Gastritis und der Gegenwart nicht néher identifizierter gebogener
Bakterien in der Magenschleimhaut (WARREN, MARSHALL 1983). Warren
und Marshall stellten identische Bakterien bei einem hohen Prozentsatz der
Patienten mit aktiv-chronischer Gastritis und Ulzera duodeni und auch bei
der Halfte der Patienten mit Ulzera ventriculi im Magenantrum fest
(MARSHALL, WARREN 1984). Der Gastroenterologe Barry Marshall
beschrieb die erstmalige kulturelle Anzichtung und mikrobiologische
Charakterisierung dieser Keime, zunachst bezeichneten sie die Bakterien als
.campylobacter-like-organismus“ und spater als Campylobacter pyloridis
(MARSHALL, WARREN 1984). Im Jahre 1984 wurde das Bakterium aus
grammatikalischen Grinden in  Campylobacter pylori und nach
biochemischer und molekularbiologischer Charakterisierung in
Helicobacter  pylori  umbenannt (GOODWIN ET  AL.  1989).
Durch  Selbstversuche von Marshall, der durch Ingestion einer
Bakteriensuspension von H. pylori eine Selbstinfektion herbeifiihrte, konnte
durch anschlieBende Schleimhautbiopsie der Keim in Kultur wieder
angezlchtet werden, damit wurden die Koch'schen Postulate erflllt
(MARSHALL ET AL. 1985).
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Seit der ersten kulturellen Anziichtung durch Marshall und Warren ist der
Keim zu einem der meist untersuchten Krankheitserreger geworden und hat
unser Wissen Uber die gastroduodenalen Erkrankungen revolutioniert.

2.3 Epidemiologie

Helicobacter pylori ist weltweit verbreitet. Etwa 50% aller Erwachsenen ab
dem 60. Lebensjahr sind mit H. pylori infiziert (DOOLEY ET AL. 1989).
Die Pravalenz der Helicobacter pylori-Infektion variiert stark mit dem
geographischen Gebiet, Alter, Ethmie und sozio6konomischem Status.
In Entwicklungslandern ist eine héhere Durchseuchung mit H. pylori als in
Westeuropa und den USA festzustellen (MEGRAUD1993, THE EUROGAST
STUDY GROUP 1993). Den héchsten Durchseuchungsgrad weisen die
Entwicklungslander auf, aber auch in Japan, Polen oder Griechenland
erreicht die Pravalenz der H. pylori-Infektion 80% und mehr.
In Industrielandern nimmt die Durchseuchung pro Lebensjahr 0,3-1% zu,
in Entwicklungslandern 1,9% pro Jahr und mehr (TREIBER, OPFERKUCH
2000). In entwickelten Industriestaaten muB bei etwa 10-15% aller an klinisch
relevanten dyspeptischen Beschwerden leidenden Kindern und Jugendlichen
mit einer Helicobacter pylori-Infektion gerechnet werden (RADKE 1994).
Die Pravalenz kann in Entwicklungsléandern bereits im Kindesalter bis zu 80%
betragen, im Vergleich sind in den USA ca. 45% der Bevdlkerung H.p.-positiv
(MEGRAUD 1989). In einer Thailandischen Studie der University Chiang Mai
mit 83 Kindern wurden organische Ursachen in 44,7% der Félle in
Verbindung mit Helicobacter pylori-Gastritis als haufigste Diagnose fr
rezidivierende Bauchschmerzen bei Kindern gefunden (UKRAPOL ET AL.
2004).
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Eine Studie mit 98 Kindern in der Provinz Shandong in China zeigte eine
Durchseuchungrate mit H.pylori von 70% der Kinder im Alter von
5-6 Jahren. Die gleiche Durchseuchungsrate zeigte auch eine Untersuchung
Erwachsener  in selbiger  Gegend (MORRIS-BROWN 2000).
Offensichtlich finden die meisten Infektionen bereits im Kindes- und
Jugendalter statt. Innerhalb von Familien  zeigt sich eine erhdhte
Infektionsrate (DRUMM ET AL. 1990, MALATY ET AL. 1992).
Die Infektion innerhalb der Familie scheint eine Hauptrolle bei der
Ubertragung von H. pylori zu spielen. DRUMM ET AL. konnten in einer
Studie bei 83,3% der Mutter von 27 H. pylori-positiven Kindern ebenfalls den
Keim nachweisen. Bei 53 H. pylori-negativen Kindern war nur bei 11,8% der
Muatter eine H. pylori-Infektion festzustellen (DRUMM ET AL. 1990).
Die Serokonversionsraten liegen bei Kindern in der westlichen Welt mit
0,2 - 1% sehr niedrig, was einen deutlichen Rlickgang der Pravalenz in
Industrielandern zur Folge hat (XIA ET AL. 1997). Populationen mit
schlechten sozialen und hygienischen Verhaltnissen zeigen bei Uber 90% der
Erwachsenen eine Durchseuchung mit H. pylori (MEGRAUD ET AL. 1989).
Es existieren auch Berichte von Populationen mit einer extrem niedrigen
Durchseuchung. Serologisch wurde bei australischen Ureinwohnern eine
Durchseuchungsrate von weniger als 1% und bei einer Bevdlkerungsgruppe
im Nordosten von Malaysia von etwa 4% eruiert. Die Ursache daflr ist unklar
(TREIBER, OPFERKUCH 2000). In einer Studie von Parsonnet et al. betragt
der Anteil von cagA-positiven Stammen innerhalb der schwarzen
amerikanischen Bevélkerung 79,4%, bei der spanischen Bevdlkerung 63,8%
und bei der weiBBen Bevodlkerung 50% (ZAMBON ET AL. 2004). Innerhalb der
schwarzen Bevélkerung der USA zeigte sich einkommensunabhangig eine
erhéhte Pravalenz von Helicobacter pylori-Infektionen im Vergleich zur

weiBen Bevolkerung.
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Diese Tatsache legt eine genetisch determinierte Disposition zur
Helicobakter  pylori-Infektion  nahe  (MALATY ET  AL. 1992).
Eine Zwillingsstudie erhértet die These der genetisch determinierten
Infektanfalligkeit. Bei insgesamt 269 Zwillingspaaren war die paarweise
Konkordanz einer H. pylori-Infektion bei getrennt aufwachsenden
monozygoten Zwillingen 69%, bei heterozygoten Zwillingen zeigte sich nur
eine paarweise Konkordanz von 38% (TREIBER, OPFERKUCH 2000).
Eine Untersuchung von Briindler et al. bestatigte, dass bei Kindern unter
10 Jahren die chronische Gastritis seltener mit H. pylori assoziert ist als bei
Kindern Uber 10 Jahren, in deren Gruppe eine Infektionsrate von 60%
gefunden wurde (BRUNDLER, MARCHETTI, BELLI, BORISCH 1997).
In den epidemiologischen Studien zur Pravalenz der H.pylori-Infektion zeigte
sich durch Vergleiche der Pravalenzraten verschiedener Lebensalter ein
sogenanntes Kohortenphanomen. Dabei liegt die Pravalenz im hdheren
Lebensalter deutlich héher, wahrend die Pravalenz bei Kindern der letzten
Dekaden kontinuierlich abnimmt. In den Studien von KUIPERS ET AL. und
SIPPONEN ET AL. wurde ein Rickgang von 10% pro Lebensdekade
prognostiziert. Diese Tatsache ist am deutlichsten in Industrielandern zu
beobachten und kann durch die verbesserten hygienischen Bedingungen
insbesondere der Kindheit erklart werden (KUIPERS ET AL. 1993 und
SIPPONEN ET AL.1994). Hauptproblem ist die schlechte 6konomische
Situation in der Kindheit; ein spéaterer sozialer Aufstieg andert die
Infektionshaufigkeit nicht mehr wesentlich. Als wichtigste Ursachen fur eine
H. pylori-Infektion wurden beengte Wohnverhéltnisse, hohe Geschwisterzahl,
fehlende Warmwasserversorgung, Gemeinschaftstoiletten sowie eine
Dyspepsie-Erkrankung der Eltern eruiert (TREIBER, OPFERKUCH 2000).
Der Infektionsmodus ist noch nicht endgdltig aufgeklart,
héchstwahrscheinlich erfolgt die Ubertragung von Mensch auf Mensch.

14



Der Keim konnte im Stuhl von infizierten Patienten nachgewiesen werden,
was eine fakal-orale Infektion nahe legt. Wahrscheinlich ist auch eine oral-
orale Ubertragung, da sich H. pylori auch im Oropharynx und in Zahnplaques
nachweisen lies (HACKELSBERGER, MALFERTHEINER  1995).

Auch der gastro-orale Ubertragungsweg (zum Beispiel eine
Keimubertragung im Rahmen zyklischen Erbrechens im Rahmen eines
Virusinfektes oder durch gastro-6sophagealen Reflux) kann als
Ubertragungsweg in Frage kommen. Dafiir spricht die Tatsache, dass
H. pylori in Aerosolen im Rahmen von induziertem Erbrechen gefunden und
angezlchtet werden konnte. Dabei stieg ebenfalls die Haufigkeit des
Nachweises von H. pylori im Speichel stark von 19% auf 56% an.
Tiere kdnnten ein weiteres Keimreservoir fir die H. pylori-Infektion darstellen.
H. pylori wurde in den Mé&gen von Pferden, Kélbern und Schweinen
nachgewiesen, bei Kaninchen und Hihnern wurde kein H. pylori gefunden.
Hausfliegen sind als Ubertrdger von H. pylori als unwahrscheinlich
anzusehen. Insgesamt muss festgestellt werden, dass bezlglich der
Bedeutung von Tieren als Keimreservoir und Ansteckungsquelle keine
sicheren Aussagen getroffen werden kénnen (TREIBER, OPFERKUCH
2000). Zusammenfassend kann fur die Industrieldander aus den vorliegenden
Daten ein langsamer Rlckgang der Pravalenz der Helicobakter pylori-
Infektion flr die nachsten Jahrzehnte prognostiziert werden (KUIPERS ET
AL. 1993).

2.4 Virulenzfaktoren und Eigenschaften von H. pylori

Die Gattung H. pylori ist ein Hauptvertreter der Epsilon-Untergruppe der
Proteobacteria (MADIGAN, MARTINKO, PARKER 2000).
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H. pylori ist ein gramnegatives, spiralférmiges oder gebogenes
Stabchenbakterium mit 2-6 unipolaren an einem Pool entspringenden
Flagellen. H. pylori ist 2,4-4,0 um lang und 0,5-1,0 um breit. Durch Rotation
der Flagellen besitzt H. pylori die Fahigkeit sich mittels rascher
schraubenférmiger Bewegungen durch die Schleimhaut des Magens zu
bewegen. Morphologisch entspricht die Zellwand des H. pylori dem Aufbau
einer gramnegativen Zellwand aus innerer Zytoplasmamembran, dinner
Mureinschicht und auBerer Membran (SUERBAUM 2000).
Das 1,65 Millionen Basenpaare umfassende Genom des H. pylori kodiert fiir
ca. 1500 Proteine (ALM, LING, MOIR 1999; TOMB, WHITE, KERLAVAGE
1997). Bei nur wenigen dieser Proteine ist die Funktion bekannt. Durch
spezialisierte Sensorproteine ist H. pylori in der Lage, sich an
Substanzgradienten im Magenschleim zu orientieren und die optimale
Position knapp oberhalb der Epithelzellen zu finden. Bei dieser Orientierung
spielt der transmukosale ph-Gradient eine herausragende Rolle
(SCHREIBER, KONRADT, GROLL 2004). Die auBere Membran
gramnegativer  Bakterien enthdlt als einen wichtigen Baustein
Lipopolysaccharid (LPS), das als Endotoxin wirkt. Bei H. pylori besitzt
Lipopolysaccharid (LPS) eine charakteristische Zusammensetzung, die flr
die toxische Wirkung des LPS verantwortlich ist (LABIGNE, REUSE 1996;
SUERBAUM 2000). H. pylori ist sdureempfindlich und findet im alkalischen
Milieu direkt an der Oberseite unterhalb des Mukus glnstige
Vermehrungsbedingungen. Die schwierige kulturelle Anzichtung gelingt
aufgrund hoher Nahrstoffanspriche am besten unter mikroaerophilen
Bedingungen mit 5% Sauerstoff und 5-15% Kohlendioxid bei 37°C auf Blut-
oder Schokoladenagar (JASPERSEN 1996). H. pylori produziert in grossen
Mengen Urease, entsprechend mehr als 6% des Gesamtbakterienproteins
entfallen auf die Urease (LABIGNE, REUSE 1996; MARAIS ET AL. 1999).
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Urease ist ein nickelhaltiges Enzym, das Harnstoff durch Hydrolyse in
Ammoniak und Kohlendioxid katalysiert. Das Protein Urease besteht aus
zwei Untereinheiten von 66 und 295 kDa (HACKELSBERGER,
MALFERTHEINER 1995). H. pylori ist in der Lage Urease aus der Zelle
auszuschleusen und partiell auf der Zelloberflache anzulagern, um die
Magensaure zu neutralisieren und dadurch das Bakterium vor sauren
Einflissen zu schitzen (MARAIS ET AL. 1999). Eine zweite essentielle
Funktion von Urease kbénnte die Bereitstellung von Ammoniak als
Stickstoffquelle fir die Aminosauresynthese von H. pylori sein. (SUERBAUM
2000). Die Analyse der Genom-Sequenz von H. pylori fiihrt zur Hypothese,
dass die Bakterien im Stande sind, mehrere Substrate als Stickstoffquelle,
einschlieBlich des Harnstoffs, des Ammoniaks und der Aminos&duren Alanin,
Serin und Glutamin zu nutzen (MARAIS, MEGRAUD, MONTEIRO 1998).
Die bei der Reaktion von Ammoniak mit Wasser entstehenden Hydroxylionen
sind flr Epithelzellen toxisch und tragen wahrscheinlich  zur
Schleimhautschadigung bei. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen, dass
H. pylori Adhasine ausbildet, die eine feste und spezifische Bindung an
Rezeptoren der Epithelzelle bewirken kénnen (SUERBAUM 2000). Von den
Adhasinen wurden bisher zwei detailliert charakterisiert: Die Proteine BabA
und SabA vermitteln die Bindung an glykosylierte Blutgruppenantigene
(ILVER, ARNQVIST, OGREN 1998, MAHDAVI, SONDEN, HURTIG, 2002).
Die Adaption an die Oberflachen-antigene der Wirtsepithelzellen erfolgt
durch  Rekombination = zwischen  unterschiedlichen  Adh&asingenen.
Helicobacter pylori imponieren durch ihre herausragende genetische
Variabilitdt. Das bedeutet, dass jeder mit H. pylori infizierte Patient durch die
hohe Mutationsrate und der Fahigkeit der Rekombination des Bakteriums
seinen individuellen Bakterienstamm in sich tragt (FALUSH, KRAFT,
TAYLOR 2001; SUERBAUM, MAYNARD SMITH, BAPUMIA 1998).
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Infolge Kondensation von Aktin und Ausbildung von podestartigen
Zellfortsatzen bilden sich unterhalo der Anlagerungsstelle sog.
Adharenzplattformen, wobei auf der cag-Pathogenitatsinsel lokalisierte Gene
beteiligt sind. Das 128-140 kDa-Protein CagA (cytotoxin-associated gene) ist
ein stark immunogenes Antigen. In den USA und Europa bilden 70% der
H.pylori-Stdmme und in  Asien praktisch alle Stdmme CagA.
Cag-positive Stamme sind signifikant haufiger mit Ulkuskrankheit, Karzinom
und Malt-Lymphomen assoziert als cag-negative Stamme. Bei cag-positiven
Stammen  erfolgt eine  wesentlich  stirkere  Freisetzung  von
Entziindungsmediatoren, inbesondere Interleukin 8 (SUERBAUM 2000).
Helicobakter pylori bildet ein sogenanntes vakuolisierendes Zytotoxin (VacA),
ein 87 kDa-Protein, das durch aktiven Transport aus der Bakterienzelle in
das umgebende Milieu sezerniert wird und dort eine Zellschadigung durch
die Auflockerung von Kontaktstellen bewirkt, die sich morphologisch als eine
Vakuolisierung des Zytoplasmas darstellt und Apoptose induziert (BLASER,
ATHERTON 2004). Das fur das Toxin kodierende vacA-Gen ist in allen
H. pylori-Stammen vorhanden. Auf unglnstige Umweltbedingungen
reagieren Bakterien als auch eukaryontische Zellen mit Bildung sogenannter
Hitzeschockproteine (HSP, Chaperonproteine). H. pylori bildet die beiden
Hitzeschockproteine HspA und HspB. Gegen HspB wird aufgrund der
antigenen Eigenschaften im Verlauf der Infektion ein hoher Antikérpertiter
ausgebildet. HspA besitzt eine charakteristische nickelbildende Struktur am
carboxyterminalen Ende, die wahrscheinlich eine Funktion fir den Einbau
von Nickel in das Ureasemolekil besitzt (SUERBAUM 2000).

18



2.5 Nachweisverfahren der Helicobakter pylori-Infektion

Es steht eine Vielzahl von diagnostischen Méglichkeiten zum Nachweis von
H. pylori zur Verfigung. Die géngigen Verfahren werden durch die
Lokalisation und die charakteristischen Eigenschaften von H. pylori bestimmt.
Die Nachweismethoden lassen sich in invasive und nicht-invasive Methoden
unterteilen. Keine der Nachweismethoden erflllt die Kriterien des so
genannten Goldstandards. Durch das Fehlen eines Goldstandards ist das
Vergleichen der Wertigkeit  bestimmter Nachweismethoden schwierig.
Wird ein ungeeigneter Goldstandard gewahlt, kann der zu evaluierende Test
schlechtere Ergebnisse bezlglich der Sensitivitdt und Spezifitat zeigen.
Durch das Fehlen eines Goldstandards werden Ublicherweise mehrere
Testverfahren angewandt und eine Infektion mit H. pylori nur angenommen,
wenn die Mehrzahl der durchgefiihrten Verfahren ein positives Ergebnis
zeigte (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997). In einer Studie von CUTLER ET
AL. wurde bei 268 Erwachsenen anhand von 7 verschiedenen Parametern
der H. pylori-Infektionsstatus ermittelt. Nur 83 Personen waren in allen
7 Kriterien positiv und 51 Personen waren komplett negativ. Bei den
restichen 134 Personen zeigten sich divergente Testergebnisse
(CUTLER ET AL. 1995). Probleme bereiten auch die unterschiedlichen
Testbedingungen, Testung verschiedener Populationen, z.B. Kinder versus
Erwachsene oder deutsche versus ausléndische Patienten. Mit Ausnahme
serologischer Nachweisverfahren werden vermehrt falsch negative Resultate
erzielt, wenn 4 Wochen vor Test Antibiotika, Antazida, Wismuthpraparate,
H.-Rezeptorantagonisten oder Protonenpumpenblocker eingenommen
wurden (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997).
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Bei invasiven Methoden erfolgt der Nachweis der Infektion anhand von
Biopsiematerial, das wahrend einer Gastroduodenoskopie aus dem Magen
der Antrum- und Korpusregion enthommen wird. Das gewonnene
Biopsiematerial dient zur weiteren Diagnostik, insbesondere zur
Durchfihrung des Nachweises der Ureaseaktivitat sowie histologischer,
mikrobiologischer und molekularbiologischer Methoden.

2.5.1 Urease-Test

Das Prinzip des Urease-Tests beruht auf der beachtenswerten
Ureaseproduktion von H. pylori. Dabei wird das zu testende Biopsiematerial
in ein Medium mit Harnstoff (Agar oder FlUssigkeit) GOberfahrt.
Bei Vorhandensein von mehr als 10.000 Keimen spaltet die Urease des
H. pylori den Harnstoff in Ammoniak und Kohlendioxid (KOLETZKO,
RHEINHARDT 1997). Durch das entstandene Ammoniak kommt es zu einer
pH-Wert-Verschiebung in den alkalischen Bereich, wodurch eine
Farbindikatorreaktion einen Farbumschlag bewirkt und das Vorhandensein
des Keims anzeigt. Der optimale Harnstoffgehalt des Mediums betragt 2-6%.
Unter optimalen Bedingungen erfolgt der Farbumschlag haufig bereits nach
30 Minuten. Bei einer einzelnen Biopsie erreicht der Urease-Test eine
Sensitivitat von 90% und eine Spezifitdt von 95%. Bei gleichzeitiger
Durchfiihrung des Urease-Tests an einer zweiten Biopsie kann die
Sensitivitat auf 95% angehoben werden. Im direkten Vergleich mit anderen
klinisch etablierten und zeitaufwendigen Verfahren wie dem '3C-Atemtest,
erweist sich der Urease-Test als gleichwertig.

2.5.2 Histologische Nachweisverfahren

Als integraler Bestandteil jeder Gastroduodenoskopie sollten bei Kindern und
Erwachsenen je 2 Biopsien aus Antrum und Korpus des Magens entnommen

werden.
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Bereits anhand der histologischen Routinefarbung mit Hamatoxilin und Eosin
(HE) kann ein Nachweis von H. pylori erfolgen. Die Warthin-Starry-Farbung
ist eine Silber-Spezialfarbung, die fir eine optimale Kontrastierung der
Mikroorganismen sorgt. Die modifizierte Giemsafarbung hat sich neben der
Warthin-Starry-Farbung durch niedrigere Kosten und einen geringeren
methodischen Aufwand etabliert. Das histologische Nachweisverfahren ist
von der Erfahrung des Pathologen abhangig. Um eine niedrigere
Interobserver-Variabilitdt und eine héhere Spezifitdt zu erreichen, werden in
der Kklinischen Praxis immunhistochemische Nachweisverfahren mittels
spezifischer gegen H. pylori gerichteter Antikdrper angewandt.
Bei der histologischen Untersuchung erfolgt neben dem H. pylori-Nachweis
insbesondere eine Beurteilung der Magenschleimhaut. Besonders bei
niedriger Keimzahl kommt es bei histologischen Nachweisverfahren zu falsch
negativen Ergebnissen. Unter Berlicksichtigung verschiedener Studien
betragt die Sensitivitdt und Spezifitdt bei den histologischen
Nachweisverfahren mehr als 90% (HACKELSBERGER, MALFERTHEINER
1995; NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000; LEODOLTER
MALFERTHEINER 2001). Die Ergebnisse einzelner Autoren schwanken
zwischen 85% und 98% (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

2.5.3 Mikrobiologischer Nachweis

Die kulturelle Anzichtung von H. pylori aus Biopsien in einem speziellen
Medium oder Agar wird als Goldstandard bezliglich der Spezifitdt des
Keimnachweises betrachtet. Nur wenige Keime sind erforderlich, um ein
positives Ergebnis zu erzielen. Fir die Agar-Kultur werden mindestens zwei
Biopsien empfohlen. Um den Keim vor Austrocknung und hoher
Sauerstoffkonzentration zu schitzen, sind die biopsierten Gewebe in ein
geeignetes Transportmedium zu Uberflihren und bei Temperaturen zwischen

4 und 7°C aufzubewahren.
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Die Verarbeitung auf dem Kulturmedium sollte so rasch wie mdglich
innerhalb weniger Stunden erfolgen. Bei den bevorzugten Kulturmedien
handelt es sich um Kochblutagar oder Wilkins-Chalgren-Agar mit Zusatz von
Erythrozyten-konzentrat und weiterer selektiver Substanzen, die eine
Kontamination mit anderen Mikroorganismen verhindern. Das Ergebnis der
Keimanzichtung liegt erst nach 5 bis 10 Tagen vor. Die kulturelle
Anziichtung findet insbesondere bei Resistenzprifungen verschiedener
Antibiotika Verwendung und es besteht die Maéglichkeit, anhand
molekulargenetischer Techniken den Stamm des angezichteten Keims zu
eruieren (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997; NILIUS, LEODOLTER,
MALFERTHEINER 2000).

2.5.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) kénnen bereits Aquivalente von
2 Helicobakter pylori Genomen nachgewiesen werden. In der Praxis werden
fir H. pylori spezifische Gene, insbesondere das flur die Toxinaktivitat
codierende VacA-Gen und das zytotoxinassozierte Antigen(cagA)-Gen, aus

Biopsiematerial direkt durch PCR-Amplifikation nachgewiesen.

Die PCR wird vor allem zur Klassifizierung der einzelnen Virulenzfaktoren zur
Beurteilung des Risikoprofils der Patienten und fir epidemiologische Studien
eingesetzt. Mittels spezifischer PCR-Typisierungsmethoden ist es mdglich
den Verbreitungsweg verschiedener Stamme nachzuvollziehen (NILIUS,
LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

Falsch positive Ergebnisse kbénnen durch Kontamination z.B. von
Instrumenten entstehen (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997).
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2.5.5 In-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung findet Verwendung zur gleichzeitigen Erfassung
von Keim und Antibiotika-Resistenz. Die Bakterien werden mittels
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden identifiziert.

Die Bindung der Oligonukleotidsonden erfolgt an charakeristische bakterielle
rRNA-Sequenzen und an Antibiotika-Resistenz codierende Sequenzen.
Die Beurteilung erfolgt mittels Fluoreszenzmikroskopie, wobei eine
Unterscheidung in resistente und sensible Keime getroffen werden kann.
Mit der In-situ-Hybridisierung ist es maoglich, bakerielle Mischinfektionen
nachzuweisen (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

2.5.6 Atemtest

Der '3C-Atemtest gilt als der Goldstandard in der nicht-invasiven Diagnostik
(LEODOLTER, WOLLE, MALFERTHEINER 2001; ZAMBON ET AL. 2004).
Grundprinzip des Tests ist wie beim invasiven Urease-Schnelltest die
Urease-Enzymaktivitat, wobei oral zugefiihrter '*C-Harnstoff, ein natirliches,
stabiles und nicht radioaktives Isotop des Kohlenstoffs, zu *CO, und
Ammoniak (NHs) hydrolysiert wird. Das '*CO, wird resorbiert und danach
Uber die Lunge abgeatmet. Der Testvorgang ist einfach und wird nach einem
standardisierten Verfahren durchgefiihrt. Das Testergebnis ist innerhalb
weniger Stunden verfligbar und erlaubt somit einen raschen Keimnachweis.
Dabei atmet der Patient fir die Bestimmung des Basalwerts kraftig ein und
blast die Atemluft in ein entsprechendes Behaltnis. Da kein natirlicher Wert
des Isotopenverhéltnisses im Sinne einer Naturkonstanten besteht, ist der
Basalwert, das Isotopenverhltnis von *C/'?C, von besonderer Bedeutung
fir die Auswertung.
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Die Basalwertmessung dient der Nullpunktbestimmung des Messinstruments
und liefert das individuelle Isotopenerhéltnis '*C/'C des Patienten (Anleitung
zum'®C-Atemtest). AnschlieBend wird dem Patienten ein Testgetrank mit
einer definierten Menge Harnstoff, meist 75 oder 100mg Harnstoff geldst in
200ml 0,1 M Zitronensdure, verabreicht. Nach 30 Minuten erfolgt eine
weitere Atemprobengewinnung (LEODOLTER, DOMINGUEZ-MUNOZ, VON
ARMIN, KAHL 1999). Die Analyse der Proben erfolgt mittels eines
Massenspektrometers bzw. eines Infrarotspektrometers. Das Testverfahren
ist einfach durchzufihren und bietet bei einem hohen apparativen
Messaufwand eine optimale diagnostische Wertigkeit. Zur Verzdgerung der
Magenentleerung wird neben Zitronensaure auch Orangensaft eingesetzt,
wobei eine geringere Sensitivitdt fir Orangensaft beschrieben wurde
(NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000). Die Sensitivitat erreicht
trotzdem eine hohe diagnostische Wertigkeit (LABENZ, BARTSCH, PEITZ
1996). In der Pé&diatrie ist auch Apfelsaft als Testgetrank einsetzbar, bei
Erwachsenen kann Apfelsaft wegen der Beeinflussung der diagnostischen
Genauigkeit nicht empfohlen werden (KINDERMANN 2000).

Studienergebnisse von Lin et al. zeigten eine Sensitivitat von 96% und eine
Spezifitdét von 100%, Labenz et al. fanden eine Sensitivitat von 92,5% und
eine Spezifitdt von 97,3% (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

In einer japanischen Studie mit 220 japanischen Kindern erreichte der
3C-Harnstoff-Atemtest eine Sensitivitdt von 97,8% und eine Spezifitat von
98,5% (KATO ET AL. 2002). Der '*C-Harnstoff-Atemtest wird liberwiegend
zur  Uberpriifung des Therapieerfolges 4 Wochen nach einer
Eradikationstherapie angewendet (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997;
NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).
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Urease-hemmende Medikamente beeinflussen den Test und kdnnen
dosisabhangig zu falsch-negativen Ergebnissen flihren. Zu dieser
Medikamentengruppe gehdren Protonenpumpeninhibitoren (PPI), Wismuth-
Praparate und Antibiotika. Bei Einnahme niedrig dosierter PPl (20-40mg
Omeprazol/Tag) Uber einen Zeitraum von weniger als 5 Tagen besteht nur
ein geringer Einfluss auf das Testergebnis. Werden die PPl in hdheren
Dosen (80mg/Tag) verabreicht, werden 50% der Atemtests bereits nach
5 Tagen falsch-negativ. Der '*C-Atemtest sollte daher erst nach einer Zeit
von 4 Wochen nach einer Eradikationstherapie durchgefihrt werden
(CASPARY ET AL. 1996; KOLETZKO, RHEINHARDT 1997; NILIUS,
LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000). Auf eine endoskopische Kontrolle
kann bei Vorliegen einer diagnostisch gesicherten Gastritis oder eines Ulkus
duodeni bei negativem Atemtest verzichtet werden. Zahlreiche Studien
zeigten, dass eine Gastritis oder ein Ulkus duodeni bei Fehlen ulzerogener
Noxen wie z.B. nicht-steroidaler Antirheumatika ausheilen. Eine
endoskopische Kontrolle mit mehreren Biopsien sollte bei Vorliegen eines
blutenden Ulkus oder eines Ulkus ventrikuli erfolgen, um Dysplasien im
ehemaligen Ulkusbereich sicher ausschlieBen zu kénnen. Im Falle einer
fehlgeschlagenen Eradikations-therapie ist ebenfalls, wegen der Gefahr einer
Resistenzentwicklung, vor einer erneuten Eradikationstherapie die
Endoskopie mit Biopsie fur eine Kultur mit Resistogramm durchzuflhren
(KOLETZKO, RHEINHARDT 1997).

2.5.7 Antikorper Tests

Grundlage serologischer Nachweisverfahren ist die Fahigkeit von H. pylori,
durch Antigene eine lokale und insbesondere eine systemische
Immunantwort auszuldésen. Die einzelnen Testverfahren enthalten

spezifische Antigene, die mit IgG-Antikbrpern im Serum reagieren.
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Die meisten Verfahren detektieren IgG-Antikdrper, einige Patienten bilden
aber nur Antikérper der Klasse IgA (NILIUS, LEODOLTER,
MALFERTHEINER 2000). Nach erfolgreicher Keimsanierung zeigte sich ein
Absinken des IgG-Spiegels in 6-12 Monaten von bis zu 90%. Ein Abfall von
mindestens 50% ist als Eradikationserfolg anzusehen (STADELMANN 1995).
Unabhangig von der Testmethode ist die Wahl des Antigens fir die
Sensitivitat und Spezifitat von entscheidender Bedeutung. Nicht alle H. pylori-
Stdmme Dbesitzen bei unterschiedlichen Populationen die gleichen
Oberflachenantigene. In einem belgischen Labor zeigte ein und derselbe
Test bei einheimischen Patienten eine Spezifitat von 97%, wahrend bei
Einwanderern aus mediterranen Landern nur eine Spezifitat von 70% eruiert
wurde. Ein weiteres Problem ist, dass viele Testverfahren noch nicht in
padiatrischen Populationen validiert sind und der kindliche Antikérperspiegel
insgesamt niedriger ausfallt. In einer englischen Studie waren bei
Verwendung der gultigen Grenzwerte fir Erwachsene nur 10 von 21
infizierten Kindern mit dem serologischen Test als positiv erkannt worden.
Ein Latexagglutinationstest zeigte in einer anderen Studie bei Erwachsenen
eine Sensitivitdt von 92%, bei Kindern imponierten lediglich 36%
(DAY, MITCHELL, BOHANE 2004).

Zusammenfassend darf ein Testverfahren nur dann eingesetzt werden,
wenn zuvor eine Validierung in der Zielpopulation erfolgt st
(KOLETZKO, RHEINHARDT 1997; DAY, MITCHELL, BOHANE 2004).

Die serologischen Nachweisverfahren zeichnen sich durch die schnelle
Verflgbarkeit der Ergebnisse bei vergleichsweise niedrigen Kosten und
vergleichbarer Genauigkeit zur Erstdiagnose der H. pylori-Infektion aus
(NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).
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Die serologischen Nachweisverfahren fir eine H. pylori-Infektion
unterscheiden sich in ihrer Treffsicherheit vom Ausgangsmedium, der
Nachweis im Serum erweist sich als zuverlassig. Weniger zuverlassig
erweisen sich Nachweisverfahren mit Kapillarblut als Schnelltest und mit
Speichel (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997). Ziel der Entwicklung
serologischer Schnelltests war eine einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit
der Diagnostik insbesondere fir die Praxis des niedergelassenen Arztes.
Zur Durchfihrung wird dem Patienten eine geringe Menge Kapillarblut
entnommen und in ein Testsystem UberfUhrt. Die positive Reaktion wird
mittels einer optischen Reaktion angezeigt. Die meisten Studien attestieren
zwar eine ausreichende Sensitivitat, aber eine unzureichende Spezifitat.
Insbesondere bei Patienten GUber 45 Jahren zeigte sich ein erhebliches
Absinken der Spezifitdat (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).
Bei einem europaischen Ringversuch mit 8 kommerziell erhaltlichen Testkits
far IgG-Antikérper im Serum gegen H. pylori, der in 17 Labors durchgefihrt
wurde, betrug die mittlere Sensitivitdt und Spezifitdt noch akzeptable
80-90%. Die Standardabweichungen zeigten jedoch, dass der gleiche Test
bei demselben Patienten in den verschiedenen Labors zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen fuhrte (FELDMANN, DEEKS, EVANS ET AL.
1995). Die im Handel erhaltlichen Testverfahren unterscheiden sich lediglich
in der Art des Tragermaterials fir die Antigenbeschichtung, es erfolgt eine
Unterteilung der Antikdrper-Tests in verschiedene Gruppen. Vergleichende
Untersuchungen mit Kultur und Histologie attestieren den ELISAs eine
vergleichbare Treffsicherheit im Nachweis des Keims (NILIUS, LEODOLTER,
MALFERTHEINER 2000).
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2.5.7.1 ELISA

Allen serologischen Verfahren ist gemeinsam, dass keine Unterscheidung
zwischen akuter und ausgeheilter Infektion erfolgen kann (KOLETZKO,
RHEINHARDT 1997). Antikérper-Tests nach dem ELISA-Verfahren besitzen
den Vorteil, dass auch quantitative Aussagen Uber die Titerhéhe mdoglich
sind, dadurch kénnen prinzipiell auch Aussagen zur Therapiekontrolle
erfolgen. Die europédische H. pylori Study Group empfiehlt in ihren
Konsensus-Richtlinien die Antikérper-Tests nach dem ELISA-Verfahren
zusammen mit dem'3C-Atemtest zur Erstdiagnose der H. pylori-Infektion bei
Patienten<45 Jahre mit dyspeptischen Beschwerden und ohne
Vorhandensein weiterer sogenannter Alarmsymptome. Bei Patienten mit
Alarmsymptomen oder Patienten > 45 Jahre ist eine Gastroduodenoskopie
als Eingangsuntersuchung primar indiziert, um Neoplasien sicher
ausschliessen zu kdnnen (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

2.5.7.2 Immunhamagglutinationstest

Immunhamagglutinationstests  verfligen (Uber an Schafserythrozyten
gekoppelte Antigene. Patientenserum wird in Mikrotiterplatten Uberfuhrt, bei
Vorhandensein von Antikdrpern gegen H. pylori findet eine titerabhangige
Agglutinationsreaktion am Plattenboden statt. Bei Fehlen von Antikérpern
gegen H. pylori bildet sich ein Erythrozyten-Ring aus. Die Auswertung erfolgt
visuell. Im Vergleich zeigte der Immunhamagglutinationstest schlechtere
Ergebnisse in Sensitivitat und Spezifitdt, weshalb sich das Verfahren bisher
klinisch nicht etablieren konnte (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER
2000).
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2.5.7.3 Immunoblot

Neben den ELISAs haben sich in der H. pylori-Routinediagnostik auch
Immunoblots durchgesetzt. Die sehr sensitiven Immunoblots werden visuell
meist mittels eines Vergleich-Blots ausgewertet und kénnen deshalb im
Vergleich zum ELISA im Ergebnis abweichen. Schwach positive Seren, die
im ELISA negativ bewertet sind, imponieren im Immunoblot als positiv.
Mittels Immunoblots ist es mdglich, spezifische Antikbrper von H. pylori
nachzuweisen und zur Differenzierung des Riskoprofils heranzuziehen
(NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

2.5.7.4 Speicheltest

Helicobacter pylori-Antikérper sind unter anderem im Speichel von Infizierten
nachweisbar. Es sind IgG- als auch IgA-Antikérper nachweisbar,
der IgG-Antikdrperspiegel ist im Vergleich zum Serumtiter wesentlich
niedriger. Dies ist fur die Grenzwertbestimmung der Spezifitdt und
Sensitivitat von entscheidender Bedeutung, da die Grenzwerte im Vergleich
zu den Serumwerten erheblich niedriger anzusetzen sind. Ein Herabsetzen
der Grenzwerte bewirkt wiederum eine Abnahme der Trennschéarfe zwischen
H. pylori-Positiven und H. pylori-Negativen. Trotz der sehr einfachen
Materialgewinnung und einfachen Durchfihrbarkeit der verfligbaren
Speicheltests ist dieses Testverfahren fiir die klinische Praxis aufgrund der
angegebenen Sensitivitdt zwischen 65 und 84% und einer Spezifitat
zwischen 55 und 70% noch unbrauchbar (NILIUS, LEODOLTER,
MALFERTHEINER 2000).
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2.5.8 Enzym-Immunoassay (EIA) Premium Platinum HpSA

Die Identifikation von bakteriellen Antigen im Stuhl mittels Enzym-
Immunoassay (EIA) hat sich vor wenigen Jahren als valide Methode in der
H. pylori Diagnostik klinisch etabliet (AGHA-AMIRI ET AL. 2001;
LEODOLTER, ET AL. 2002). Fir den Stuhl-Antigentest wird nur eine geringe
Menge Stuhl bendtigt, die im Labor aufbereitet und dann mittels Enzym-
Immunoassay (EIA) analysiert wird. Die meisten klinischen Erfahrungen
liegen mit dem Premium Platinum HpSA vor, dem ersten verflgbaren
Enzym-Immunoassay fir die Diagnostik von H. pylori Antigenen in
Stuhlproben (GISBERT, PAJARES 2001). Der Test benutzt polyklonale
Antikérper und zeigte gute Ergebnisse in der Diagnostik der Helicobacter
pylori-Infektion ~ und  der  Evaluierung des  Eradikationserfolges
(KONSTANTOPOULOS ET AL. 2001; LEODOLTER ET AL. 2001; ZAMBON
ET AL. 2004).

In einer italienischen Studie mit 268 erwachsenen Patienten, deren H. pylori
Status anhand der Ergebnisse des '*C-Atemtests, Ureaseschnelltests und
der Histologie eruiert wurde, ist der HpSA vor und nach Eradikationstherapie
evaluiert worden. Vor Eradikationtherapie (T0) zeigte der HpSA eine
Sensitivitat von 96%, eine Spezifitdt von 91%, einen positivem pradiktiven
Wert von 95%, einen negativen pradiktiven Wert von 93% und eine
diagnostische Genauigkeit von 94%. Der HpSA zeigte 30 Tage nach
Eradikationstherapie (T30) signifikant schlechtere Ergebnisse. Die
Sensitivitat betrug zum Zeitpunkt T30 92%, die Spezifitdt 82%, positiver
pradiktiver Wert und negativer pradiktiver Wert betrugen jeweils 49% und
98%. Die diagnostische Genauigkeit betrug lediglich 83%, signifikant
niedriger als im beobachteten Zeitraum.
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T0O (P<0,001). Drei Monate (T90) nach Eradikationstherapieende wurden der
3C-Atemtest und der HpSA erneut ausgefiihrt. Die Sensitivitat, Spezifitat,
der positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert des HpSA
betrugen 96%, 97%, 85% und 99%. Es fand sich keine statistisch signifikante
Differenz in der diagnostischen Genauigkeit des HpSA der ,baseline*
Messung und zum Zeitpunkt T90 (P=0,253). Die vorliegenden Daten deuten
auf das Auftreten einer niedrigeren diagnostischen Genauigkeit bei
Verwendung  kurzer  Zeit  nach Eradikationstherapieende  hin.
Erst 8-12 Wochen nach Therapieende erreicht der HpSA eine vergleichbare
Genauigkeit wie der '*C-Atemtest. Dies deutet darauf hin, dass 3 Monate
nach Therapieende der optimale Zeitpunkt einer Therapiekontrolle mit dem
HpSA ist (COSTA, MUMOLO, BELLINI 2001). Mdglicher Grund fir die
erheblichen Unterschiede in der diagnostischen Wertigkeit nach einer
Eradikationstherapie kénnte der vom Hersteller angegebene Grenzwert sein.
Nach Anpassung mittels ROC-Analyse konnte eine Genauigkeit von Uber
90% erzielt werden. Ein weiterer Grund sind die zum Nachweis verwendeten
polyklonalen Antikérper, die unter Umstanden Chargenschwankungen
unterliegen (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

Bei einer deutschen Studie war das Ziel, die diagnostische Genauigkeit des
HpSA in der niedergelassen Praxis vor und nach Eradikationstherapie bei
Benutzung des regularen Postwegs ohne Kihlung der Proben zu bestimmen.
Es wurden 192 erwachsene Patienten mit dyspeptischen Beschwerden fir
einen Evaluationsversuch mit unterschiedlichen H. pylori Nachweisverfahren
vor und nach Eradikationstherapie bei einem niedergelassenen
Gastroenterologen in die Studie eingeschlossen. Ein Patient war als
H. pylori-positiv definiert, wenn Kultur und/oder Urease-Schnelltest und
Histologie positive Ergebnisse zeigten. Stuhlprobenréhrchen wurden an
250 Patienten nach erfolgter oberer gastrointestinaler Endoskopie

ausgegeben.
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Die Probenréhrchen befanden sich zusammen mit Briefmarken in
Umschlagen. Die Patienten wurden angewiesen, eine Stuhlprobe in das
Rbéhrchen zu Uberfihren und die Probe Uber den reguldren Postweg an ein
Zentrallabor zu senden. Die Zeit vom Einflllen der Stuhlprobe bis zum
Eintreffen in das Zentrallabor wurde festgehalten. Nach Eintreffen wurden die
Proben eingefroren und anschlieBend mittels Premier Platinum HpSA
analysiert. 68% der Patienten sandten die Stuhlprobe an das Labor. Es
zeigten sich hinsichtlich  der Transportdauer der Proben signifikante
Unterschiede. Der HpSA zeigte bei Proben, die einen Tag ungekihlt
transportiert wurden, folgende Werte: Sensitivitat 84,6%, Spezifitat 97,3%,
positiver pradiktiver Wert 91,7%, negativer pradiktiver Wert 94,7% (n=50).
Bei der Bestimmung der Proben, die 2-3 Tage ungeklhlt transportiert
wurden, sind folgende Werte ermittelt worden: Sensitivitat 69,2%, Spezifitat
93,3%, positiver pradiktiver Wert 81,8%, negativ pradiktiver Wert 87,5%
(n=43). Ungefrorene Stuhlproben sollten innerhalb eines Tages in das Labor
gesendet werden, sonst kommt es zu einer beachtlichen Reduktion der
Sensitivitat. Die Akzeptanz des Stuhltests durch die Patienten war
bemerkenswert niedrig (LEODOLTER, ZIEGLER, LEHN, MALFERTHEINER
2001).

32



2.5.9 Enzym-Immunoassay (EIA) FemtoLab H. pylori Cnx

Ein weiterer H. pylori Stuhl-Antigentest der FemtoLab H. pylori Cnx, ein auf
monoklonalen Antikdrpern basierendes Enzym-Immunoassay (EIA), ist in
letzter Zeit in mehreren Studien in der Diagnostik der H. pylori-Infektion und
der Evaluierung des Eradikationserfolges Uberprift worden. In einer
prospektiven européischen multizentrischen Studie erfolgte ein Vergleich der
Genauigkeit des FemtoLab H. pylori Cnx mit einem auf polyklonalen
Antikérpern basierendem Enzym-Immunoassay (Premier Platinum HpSA),
einem '3C-Harnstoff-Atemtest (Pylobactelll und einem serologischen
H. pylori Antikérper ELISA (Euro-Immun). Mittels einer oberen
gastrointestinalen Endoskopie wurden Biopsien aus dem Antrum und Korpus
flr Histologie und Urease-Schnelltest und Kultur enthommen. Die Patienten
wurden als H. pylori positiv definiert, wenn Histologie und Urease-Schnelltest
ein positives Ergebnis zeigten oder die kulturelle Anzichtung gelungen war.
Insgesamt konnten 265 Patienten evaluiert werden. Der FemtoLab H. pylori
Cnx imponierte mit einer Spezifitdt von 97,8% und einer Sensitivitdt von
95,5% und Ubertraf damit das Ergebnis des Premier Platinum HpSA, der eine
Spezifitdt von 96,3% und eine Sensitivitdt von 80,2% zeigte. Die Spezifitat
und Sensitivitat des '*C-Harnstoff-Atemtests betrugen 95,7% bzw. 96,4%.
Die serologische Bestimmung mittels ELISA zeigte eine Spezifitdt von 70,5%
und eine Sensitivitat von 92,1%. Die Ergebnisse zeigen, dass der FemtolLab
H. pylori Cnx mit dem 'C-Harnstoff-Atemtest genau Ubereinstimmt. Im
Vergleich zum Premier Platinum HpSA zeigt sich der FemtoLab H. pylori Cnx

in der Sensitivitat Gberlegen.
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Bei der serologischen Bestimmung mittels ELISA zeigt sich bedingt durch die
niedrige Spezifitat ein Mangel in der Genauigkeit und keine Gleichwertigkeit
mit Stuhltests in der nicht-invasiven Diagnostik der H. pylori-Infektion
(MALFERTHEINER, VAIRA, BAZZOLI, ET AL. 2001). In einer weiteren
deutschen Studie wurde der FemtoLab H. pylori Cnx anhand von
199 Stuhlproben evaluiert. Der H. pylori-Infektionsstatus wurde mittels der
bestehenden Goldstandards, der Histologie und/oder des
3C-Harnstoff Atemtests ermittelt. Das Enzym-Immunoassay zeigte dabei
eine Spezifitdt von 98% und eine Sensitivitdt von 94%. Zur Eradikations-
kontrolle wurden Stuhlproben von 97 Patienten 4-6 Wochen nach
Eradikationstherapie untersucht, als Referenz diente der '*C-Harnstoff-
Atemtest. Der FemtoLab H. pylori Cnx zeigte dabei eine Sensitivitat von 94%

und eine Spezifitat von 99%.

Die erreichten Werte fur Spezifitat und Sensitivitat sind gleichwertig mit dem
Goldstandard der invasiven Diagnostik (Histologie) sowie der nicht-invasiven
Diagnostik (*C-Harnstoff-Atemtest). Das EIA ist gut zur Eradikationskontrolle
nach erfolgter Therapie geeignet. Der FemtoLab H. pylori Cnx ist zur
Primardiagnostik, Eradikationskontrolle und fir die Detektion einer
Reinfektion einsetzbar (FINK, HAINDL, BENESCH, ET AL. 2000).

Beeindruckende Ergebnisse lieferte auch eine in Minchen, Amsterdam und
Paris durchgefihrte Studie des FemtoLab H. pylori Cnx mit 302 Stuhlproben
von symptomatischen Kindern (148 Madchen, 154 Jungen; Alter von
0,5-18,7 Jahren). Die Stuhlproben wurden bis zur Analyse bei -20°C
eingefroren. An der Studie nahmen ausschlieBlich Kinder teil, deren

definierter H. pylori- Infektionsstatus durch Biopsie gesichert wurde.
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Die Kinder wurden als H. pylori-positiv angesehen, wenn Kultur und/oder
wenigstens zwei andere Methoden (Histologie, Urease-Schnelltest,
8C-Harnstoff-Atemtest) positiv waren. Negativ war der Status der
H. pylori Infektion bei Ubereinstimmend negativen Ergebnissen aller
Testverfahren. Keines der Kinder hat innerhalo von 4 Wochen vor
Testdurchfihrung antimikrobielle oder s&uresupprimierende Medikamente
erhalten. Das Enzym-Immunoassay wurde an 3 teilnehmenden Zentren
(Minchen n=173, Amsterdam n=97, Paris n=32 Kinder) durchgefihrt. Die
Ergebnisse wurden bei 450/630nm spektrophotometrisch ermittelt. Eine
Optische Dichte (OD) <0,150 war als negativ und eine OD >0,150 als positiv
definiert. Nur 4 Kinder waren nicht richtig klassifiziert (2 falsch positive und
2 falsch negative). Sensitivitat war 98%, Spezifitat 99%, positiver pradiktiver
Wert 98%, negativer pradiktiver Wert 99% und die diagnostische Genauigkeit
betrug 98%. Der FemtoLab H. pylori Cnx ist einfach anzuwenden und zeigt
eine gute Trennung zwischen positiven und negativen Testresultaten.
Bei Kindern mit symptomatischen Beschwerden ist der Test gut zur
Evaluation des H. pylori Status einsetzbar. Die diagnostische Genauigkeit ist
unabhangig vom ausfliihrenden Laboratorium (KOLETZKO,
KONSTANTOPOULOQOS, FEYDT-SCHMIDT 2003).

Eine Mdinchner Arbeitsgruppe evaluierte einen monoklonalen Stuhl-
Antigentest vor und nach Eradikationsbehandlung von H. pylori-infizierten
Erwachsenen. Die Ergebnisse wurden mit dem '*C-Atemtest, Kultur und
Histologie verglichen. An dieser Studie nahmen 50 Patienten (23 Frauen und
27 Manner im Alter von 26 bis 76 Jahren) teil. Die Patienten wurden wegen
variierenden gastrointestinalen Symptomen, die an eine organische
Erkrankung denken lieBen, an eine private gastroenterologische Praxis
verwiesen. Nur Patienten, die  sich einer oberen gastrointestinalen
Endoskopie aufgrund epigastrischer Schmerzen und einem positiven

Urease-Schnelltest unterzogen, wurden in die Studie aufgenommen.
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Patienten, die Antibiotika oder sdurehemmende Medikamente innerhalb von
vier Wochen vor Untersuchungsbeginn einnahmen oder an chronischen
Magen- Darmerkrankungen litten, wurden von der Studie ausgeschlossen.
Jedem Patienten wurden wahrend der Endoskopie sechs Magenbiopsien
entnommen. Eine Antrumbiopsie wurde fiir den Urease-Schnelltest bendtigt.
Zwei Gewebeproben aus dem Antrum und zwei aus dem Korpus wurden
formalinfixiert, nach modifiziertem Giemsa-Verfahren gefarbt und von einem
Pathologen auf das Vorhandensein von H. pylori Gberprift. Eine andere
biopsierte Gewebeprobe aus dem Antrum wurde direkt in ein
Transportmedium CGberfihrt und innerhalb von 7 Stunden zur kulturellen
Anzichtung an ein mikrobiologisches Labor gesandt. Fir die Definition des
H. pylori-Infektionsstatus wurde das Ergebnis des Urease-Schnelltests,
der histologischen Untersuchung und der Kultur verwandt. Ein Patient war
als positiv bericksichtigt, wenn mindestens zwei von drei Testverfahren
positive Ergebnisse zeigten. Patienten mit einem positiven Urease-
Schnelltest-Ergebnis innerhalb von 20 Minuten waren fir die Standard Italian
triple Therapie (2 x 400mg Metronidazol, 2 x 500mg Clarithromycin und
2 x 20 mg Esomeprazol taglich fiir 7 Tage) geeignet. Der '*C-Atemtest wurde
6 Wochen nach Ende der Eradikationstherpie wiederholt. Die Patienten
wurden aufgefordert, jeweils eine Stuhlprobe auf dem Postweg an das
mikrobiologische Labor zu senden, bevor sie die Eradikationstherapie
begannen und eine weitere zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung.
Alle Proben wurden bis zur Testdurchfiihrung bei -20°C eingefroren.
Das Ergebnis des positiven Urease-Schnelltests war zusammen mit der
Histologie bei allen 50 Patienten tbereinstimmend. Die kulturelle Anztchtung
war in nur 35 Fallen erfolgreich gewesen.
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Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass
H. pylori nicht gleichmaBig im Magen verteilt ist (TREBESIUS, PANTHEL,
STROBEL 2000). Tatsachlich hatte der Pathologe vier Proben der
Magenbiopsie erhalten. Der Mikrobiologe hatte nur eine Probe aus dem
Antrum erhalten, dies fUhrt zur Zunahme der Sensitivitat der Histologie. Der
3C-Atemtest war in 48 von 50 infizierten Patienten positiv gewesen, das
verlieh ihm eine Sensitivitdt von 96,2%. In 47 Fallen zeigte der Stuhl-
Antigentest ein positives Resultat, das bedeutet eine Sensitivitat von 94,3%.
Sechs Wochen nach Ende der Eradikationstherapie zeigen '>C-Atemtest und
Enzym-Immunoassay Ubereinstimmend bei 40 Patienten (80%) ein negatives
Testergebnis und bei 10 Patienten (20%) Ubereinstimmend ein positives
Testergebnis. Bei vier der nicht erfolgreich Behandelten fand sich ein gegen
Clarithomycin und Metronidazol resistenter H. pylori Stamm, ein Patient war
mit einem nur gegen Metronidazol resistenten Keim infiziert. In dieser Studie
zeigte der Stuhltest vor Eradikationstherapie eine vergleichbare und nach
Eradikationstherapie die gleiche Sensitivitit wie der '*C-Atemtest
(WEINGART, RUSSMANN, KOLETZKO 2004).

Eine italienische Studie der Universitat in Padova mit dem Ziel, zwei Enzym-
Immunoassays (HpSA, FemtolLab) und eine PCR fir UreaseA und CagA im
Fazes mit dem '3C-Atemtest zu vergleichen, wurde mit 470 ambulanten
Patienten (243 Manner und 236 Frauen im Alter von 20-78 Jahren)
durchgefiihrt. Der Helicobacter pylori-Status wurde in Gruppe 1 (n=187)
mittels '*C-Atemtest, den beiden Enzym-Immunoassays, der UreaseA und
CagA im Fazes festgestellt. In Gruppe 2 (n=283) wurden mit dem
3C-Atemtest Messungen nach 10, 20 und 30 Minuten durchgefiihrt.
Ausschlusskriterien  waren: (1) vorherige Behandlung mit einem
Protonenpumpeninhibitor (PPI) oder Wismuthpréparaten oder Antibiotika
innerhalb der letzten 4 Wochen vor Testbeginn; (2) eine Eradikationstherapie

innerhalb der letzten 8 Wochen.
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Stuhlproben lagen bei 187 von 470 Patienten vor (Gruppe 1).
Die Stuhlproben wurden unverzlglich bei -20°C eingefroren. 283 von 470
Patienten (Gruppe 2) unterzogen sich dem '3C-Atemtest nach oraler
Applikation von 75mg '®C-Harnstoff. Die Probenentnahme erfolgte zu den
Zeitpunkten 10, 20 und 30 Minuten nach Harnstoffgabe. In Gruppe 1 wurde
die Anwesenheit von H. pylori-Antigenen in den Stuhlproben mittels zweier
unterschiedlicher im Handel erhéltlicher Enzym-Immunoassays (HpSA,
FemtolLab) Uberprift. Aus Gruppe 1 hatten 85 von 187 Patienten einen
positiven '3C-Atemtest zu verzeichnen, die verbleibenden 129 Patienten
waren H. pylori-negativ. Die Sensitivitdt und Spezifitdt des HpSA betrugen
67% und 99%, der FemtoLab H. pylori zeigte eine Sensitivitat von 90% und
eine Spezifitdt von 96%. UreaseA war positiv in Stuhlproben von 17 von 48
H. pylori-Positiven (Sensitivitat 35,4%) und negativ in 98 von 100 H. pylori-
Negativen (Spezifitat 98,0%). Mittels Sequenzanalysen wurde in 16 von 48
Stuhlproben von H. pylori- Positiven CagA nachgewiesen, in 5 von 100
Fallen wurde ein falsch positives Ergebnis ermittelt. 13 von 21 (62%) der
CagA-positiven Patienten waren UreaseA-negativ. Beim '*C-Atemtest fanden
sich bei den Atemproben nach 10, 20 und 30 min keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Von den beiden Enzym-Immunoassays zeigte
der FemtoLab H. pylori eine héhere Sensitivitat bei vergleichbarer Spezifitat
(ZAMBON, BASSO, NAVAGLIA, MAZZA 2004).
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2.5.10 Fadentest

Ein sehr originelles Testverfahren ist der sogenannte Fadentest. Der Patient
schluckt einen hochabsorbierenden Nylonfaden, der am Ende eine Kapsel
besitzt; das andere Ende wird im Mundbereich fixiert. Der Faden reicht bis
ins Duodenum, die Liegezeit betragt eine Stunde. Danach wird mit dem
Fadenende eine Agar-Platte beimpft. Mit diesem sehr einfachen Verfahren ist
eine Keimanzichtung auch ohne Endoskopie méglich. Das Ergebnis der
kulturellen Anzucht verglichen mit der Anzucht von H. pylori aus Biopsie zeigt
eine Ubereinstimmung von etwa 90%. Die Keimgewinnung fir ein
Resistogramm und der Nachweis von H. pylori mittels PCR sind mit diesem
Verfahren méglich (NILIUS, LEODOLTER, MALFERTHEINER 2000).

2.6 Helicobacter pylori assoziierte Erkrankungen

2.6.1 Immunantwort und entziindliche Verdnderungen

Insgesamt sind etwa 80-90% der Gastritiden durch H. pylori induziert.
Aufgrund chemischer Reize, zum Beispiel durch Gallensaurereflux oder
Einnahme von Acetylsalicylsdure (ASS) bzw. anderer nichtsteroidaler
Antirheumatika (NSAR), sind ca. 10% aller Gastritiden bedingt. Weitere 3-5%
sind als Autoimmungastritis einzuordnen (CASPARY ET AL. 1996).
Die Infektion mit H. pylori fihrt praktisch bei allen Infizierten zu einem
Entzindungsprozess in der Magenschleimhaut. Der Keim wird kaum in
morphologisch unveranderter Magenschleimhaut gefunden. Entscheidende
Bedeutung kommt den Epithelzellen durch die Freisetzung von
Interleukin (I1)-8 zu.
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Durch die starke chemotaktische und aktivierende Wirkung des Interleukin
()-8 auf neutrophile Granulozyten und anderen Zytokinen wie Interleukin
(IN-1 und Tumornekrosefaktor (TNF)a wird die Entziindungsreaktion
verstarkt. Das Stadium der Entziindungsreaktion der Magenschleimhaut wird
in die akute und chronische H. pylori-Infektion unterschieden. Demnach ist
die akute H. pylori-Infektion der Magenschleimhaut durch starke Infiltration
mit neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet. Die chronische H. pylori-
Infektion zeichnet sich durch das von Plasmazellen, Makrophagen und
T-Lymphozyten gekennzeichnete Infilirat aus. Die Dichte der H. pylori-
Kolonisierung korreliert mit dem Grad und der Aktivitdt der Gastritis.
Bei Kindern finden sich im Vergleich zu Erwachsenen dichtere Zellinfiltrate
(KOLETZKO, REINHARDT 1997). Bei langandauernder H. pylori-Infektion
kommt es zu partiellem Ersatz des Oberflachenepithels durch
Regeneratepithel, einer Schleimdepletion sowie zur Ausbildung von
Lymphfollkeln  und des weiteren zu intestinalen Metaplasien.
Eine Kolonisierung von H. pylori kann nur in Epithelien vom gastrischen Typ
erfolgen. Dementsprechend ist eine Kolonisierung des Keims im Duodenum
nur in Bereichen mit gastraler Metaplasie méglich (SUERBAUM 1994).
Die Infektion mit H. pylori fUhrt in der Magenschleimhaut lokal zu einer
Bildung von IgA und systemisch zu einer spezifischen Produktion von
lgG- und IgA-Antikérpern auf die unterschiedlichen Bakterienantigene.
Die Bakterienantigene verschiedener Stamme besitzen unterschiedliche
Immunitat. Die Lipopolysaccharide auf der Bakterienoberfladche zeigen nur
eine geringe immunologische Aktivitdt. Deshalb kommt es trotz der
humoralen und zellularen Immunantwort auf die H. pylori-Infektion nicht zu
einer Eliminierung des Keims. Eine erworbene Infektion besteht haufig
lebenslang fort. Bei Sauglingen und Kleinkindern kommt es h&ufiger als bei

Erwachsenen zum Auftreten von spontanen Eradikationen.
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Wahrscheinlich kommt es im Laufe einer langjahrigen Gastritis durch die
Schleimhautatrophie mit Hypo- oder Achlorhydrie zu unginstigen
Lebensbedingungen fir H. pylori, so dass es in einigen Fallen zu einer
spontanen Eradikation kommt (KOLETZKO, REINHARDT 1997).

2.6.2 Ulcus ventriculi und Ulcus duodeni

Patienten mit Ulcus duodeni sind zu Uber 95% mit H. pylori infiziert.
Ausgangspunkt der Ulzera stellen die mit H. pylori kolonisierten Regionen
gastrischer Metaplasie dar. In mehreren Studien konnte gezeigt werden,
dass die Eradikation von H. pylori die Rezidivrate des Ulcus duodeni von
70% ohne Therapie auf ca. 2% vermindert. In vielen Féllen handelt es sich
bei den Rezidiven um Reinfektionen oder spate Rekrudeszenzen
(SUERBAUM 1994). Bei H. pylori-postiven Patienten mit einem
Duodenalulkus fand sich im Vergleich zu H. pylori-negativen Ulkuspatienten
eine 3-fach hdhere basale Sauresekretion und eine 6-fach gesteigerte
stimulierbare Sauresekretion. Bei H. pylori-positiven Patienten ohne Ulkus
liegt die stimulierbare Sauresekretion doppelt bis 3-fach Uber der gesunder,
H. pylori-negativer Personen. Als Ursache der gesteigerten Gastrin- und
Sauresekretion konnte die reduzierte Freisetzung von Somatostatin aus der
entziindeten Magenschleimhaut ermittelt werden; Somatostatin besitzt einen
inhibitorischen Effekt auf die Partialzellen. Die erhéhte Sé&uresekretion
normalisiert sich ein Jahr nach erfolgter Eradikationstherapie wieder véllig
(KOLETZKO, REINHARDT 1997).

Bei 70-80% der Patienten mit Ulcus ventriculi ist eine Infektion mit H. pylori
nachweisbar. Durch Eradikationstherapie kommt es ebenfalls zur Ausheilung
der Ulkuskrankheit. Ist der H. pylori-Nachweis bei einem Ulcus ventriculi
negativ ausgefallen, so ist eine Genese durch nicht-steroidale Antirheumatika
(NSAR) sehr wahrscheinlich.
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Unter NSAR-Therapie kommt es haufiger zum Auftreten von Magenulzera
als zu Duodenalulzera (CASPARY ET AL. 1996). In seltenen Fallen kommt
es aufgrund eines Zollinger-Ellison-Syndroms zu einem Ulcus ventriculi
(SUERBAUM 1994). Beweis der Kausalitdt von H. pylori fur die
Ulkusentstehung ist die Tatsache, dass eine erfolgreiche
Eradikationstherapie Magen- und Duodenalulzera heilt und Rezidive sowie
Komplikationen fernhalt. Eine H. pylori-Infektion erhéht das Risiko an einem
Ulkus zu erkranken um das Vierfache. Wenn die Infektion auf das Antrum
begrenzt ist, kann das Risiko je nach Auspragung der Infektion um ein
Vielfaches (25-fach) ansteigen (MALFERTHEINER 2000). Ein mit H. pylori-
infizierter Erwachsener hat ein geschatztes Risiko von etwa 10-15% in
10-20 Jahren einen Ulkus auszubilden (KOLETZKO, REINHARDT 1997).

2.6.3 Gastro6sophageale Refluxerkrankung (GORD)

In den letzten Jahren kam es zu einem dramatischen Anstieg der Inzidenz
der GORD, der Refluxdsophagitis und der Adenokarzinome des distalen
Osophagus in den westlichen Landern. Hauptsymptom der GORD ist das
Sodbrennen, jedoch kann sich die GORD auch mit einer Vielzahl anderer
dyspeptischer Beschwerden auBern oder asymptomatisch verlaufen. In einer
Pravalenzstudie in Olmsted Country, Minnesota, wurde die GORD als
Anwesenheit von Sodbrennen und/oder das ZurickflieBen von S&ure
mindestens einmal pro Woche definiert. Die Pravalenz der GORD in dieser
Studie (2200 Einwohner im Alter von 25-74 Jahren) wurde mit 19,8 auf
100 Einwohner angegeben.

42



Im Jahr 1997 wurde durch Labenz et al. erstmalig die Diskussion entfacht, ob
nicht nur die Infektion mit H. pylori, sondern auch die Eradikationstherapie
zur Ausbildung der gastrodsophagealen Refluxerkrankung (GORD) fihren
kann (JASPERSEN, GERARDS 2000).

In randomisierten kontrollierten Studien war die Ruckfallrate mit GORD-
Symptomen in der Gruppe der Patienten mit Eradikationstherapie gleich der
Gruppe der Placebo-Behandelten GORD Patienten. Die Ruckfallrate betrug
83% in beiden Gruppen. Es zeigte sich, dass die Behandlung von H. pylori
nicht die Effektivitdt der Protonenpumpeninhibitoren (PPIl) beeinflusste.
Nach Aussage mehrerer jingster Studien fihrt die Eradikation von H. pylori
nicht zur Neuentwicklung oder Verstarkung einer bestehenden GORD. Die
Eradikationstherapie stoppt die Ausbreitung einer atrophischen Gastritis und
kann zur Regression der Atrophie fiihren. (MALFERTHEINER, MEGRAUD,
O’MORAIN 2005)

2.6.4 Funktionelle Dyspepsie

Der Zusammenhang von Oberbauchschmerzen und H. pylori-Infektion hat
sich bei Erwachsenen sowie bei Kindern als sehr uneinheitlich erwiesen.
Durch artifiziell ausgeléste H. pylori-Infektionen konnte in Selbstversuchen
aufgezeigt werden, dass durch Ingestion oder akzidentiell durch
kontaminierte Magensonden ein dyspeptisches Beschwerdebild induziert
werden kann. Parsonnet et al. fanden bei Personen mit Serokonversion ein
viermal haufigeres Vorkommen von dyspeptischen Beschwerden als bei
Personen mit einem konstant H. pylori-negativen oder positiven Status.
Bisher konnte keine Korrelation von dyspeptischen Beschwerden und der
Intensitat der Gastritis (Grad sowie Aktivitat der H. pylori-Gastritis) festgestellt
werden (HOTZ, MADISCH, PEITZ 2000).
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2.6.5 Magenkarzinom

Obwoh!l die Pravalenz der H. pylori-Infektion in den westlichen
Industrielandern zuriickgeht, verursacht die H. pylori-Infektion weltweit
weiterhin etwa 500.000 Todesfalle durch Magenkarzinom pro Jahr (LEVI,
LUCCHINI, GONZALEZ 2004). Als Folge eines chronischen Entziindungs-
prozesses kann es zu Schleimhautatrophie, intestinaler Metaplasie und zum
Teil auch zu Dysplasien kommen. Eine Atrophie mit Achlorhydrie und
schwerer intestinaler Metaplasie sind als prakanzerdése Veradnderungen
anzusehen (KOLETZKO, REINHARDT 1997). Durch mehrere groBe
prospektive Studien konnte Ubereinstimmend gezeigt werden, dass H. pylori-
infizierte Personen im Vergleich zu nichtinfizierten Personen ein stark
erhéhtes Magenkarzinomrisiko haben. In den verschiedenen Studien wurde
der relative Risikofaktor zwischen 2,3 und 6 angegeben. Bei 80% der
Patienten mit Magenkarzinom imponierte eine H. pylori-Infektion
(SUERBAUM 1994). Schatzungen ergeben, dass etwa die Halfte aller
Magenkarzinome der westlichen Welt und 70% aller Magenkarzinome der
Entwicklungslander Folge einer H. pylori-Infektion sind. Allerdings ist
festzuhalten, dass weniger als 0,1% der H. pylori-Infizierten ein
Magenkarzinom entwickeln wird (KOLETZKO, REINHARDT 1997).
Die vorliegenden Daten sprechen fir einen signifikanten Einfluss des
Infektionszeitpunktes auf das Karzinomrisiko; je friher in der Kindheit die
Infektion mit H. pylori erfolgt, desto héher ist das Risiko. Im Tierversuch
gelang es Watanabe et al. 1998 erstmals in mongolischen Wistenmausen
durch Infektion mit H. pylori Magenkarzinome zu induzieren. Damit war
erstmalig der Beweis der Kausalitdt einer H. pylori-Infektion fir die
Kanzerogenese des Magenkarzinoms erbracht (DRAGOSIS, EBERT 2000).
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2.6.6 MALT-Lymphom

In der normalen Magenmukosa befindet sich kein lymphatisches Gewebe
(mucosa associated lymphoid tissue oder MALT). Die Mukosa wird durch
eine dicke Mukusschicht und eine intakte und relativ undurchdringliche
Epithelschicht vor  Antigenen geschitzt. Durch die chronische
H. pylori-Infektion wird eine Ansammlung von lymphatischen Zellen in der
Submukosa induziert (MORGNER, NEUBAUER, BAYERDORFFNER 2000).
Die Entwicklung von Lymphfollikeln ist eine spezifische immunologische
Antwort auf eine langandauernde chronische Infektion mit H. pylori,
die Voraussetzung fur die Entstehung eines MALT-Lymphoms des Magens
ist. Beim MALT-Lymphom handelt es sich um ein extranodales non-Hodgkin-
Lymphom vom B-Zell-Typ, das etwa 10% aller malignen Lymphome
ausmacht. Es sind vorwiegend Erwachsene im mittleren Lebensalter
betroffen. Fast immer ist bei Patienten mit MALT-Lymphom auch eine
H. pylori-Infektion nachweisbar. Die Helicobacter pylori-Infektion geht der
Entwicklung eines MALT-Lymphoms voraus. Mehrere Studien belegen, dass
eine erfolgreiche Eradikationstherapie im Frihstadium des sogenannten
Low grade-MALT-Lymphoms des Magens in 70-80% der Falle zu einer
vollstandigen histologischen Regression des Tumorgewebes flhrt
(KOLETZKO, REINHARDT 1997).

2.6.7 Riesenfaltengastritis

Bei wenigen Patienten kommt es bei Infektion mit H. pylori zum Auftreten
einer sehr starken entzindlichen Reaktion in der Magenmukosa mit
Ausbildung von lokalen oder generalisierten Riesenfalten im Korpus und
Fundus. Die Ursache ist noch weitgehend unbekannt.
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In seltenen Féllen kann das Bild eines Morbus Ménétrier entstehen. Eine
Eradikation des Keims beseitigt die Riesenfalten und fuhrt zur weitgehenden
Normalisierung des histologischen und endoskopischen Befundes.
Eine Persistenz der Riesenfalten kann ein Hinweis auf ein Neoplasma sein
(STOLTE 2000).

2.6.8 H. pylori-Infektion im Kindesalter

Bei mehr als 50% der H. pylori-infizierten Kinder und Jugendlichen, selten im
Erwachsenenalter, findet sich ein sog. Gansehautmagen. Dabei handelt es
sich um eine endoskopisch sichtbare Nodularitdt der Antrumschleimhaut des
Magens aufgrund einer Bildung und Hyperplasie von Lymphfollikeln. Bei
Kindern manifestieren sich Ulzera meist erst ab dem Schulkindalter und sind
hauptsachlich mit einer H. pylori-Infektion assoziert (CASPARY ET AL.
1996).

2.6.9 ESPGHAN-KONSENSUS [DRUMM, KOLETZKO, ODERDA 2000]

H. pylori verursacht eine chronische Gastritis im Kindesalter.

H. pylori ist assoziert mit Ulcus ventriculi und Ulcus duodeni.
Eradikation von H. pylori fihrt zur Ausheilung einer Gastritis.
Eradikation flhrt zur Langzeitheilung des Ulcus duodeni.

Im Kindesalter besteht keine spezifische Symptomatik, die bei
Vorliegen einer H. pylori-Infektion typisch ist.

Nachweisverfahren der H. pylori-Infektion sollten nur dann erfolgen,
wenn die Symptome eine Eradikationstherapie rechtfertigen.

Die Gastroduodenoskopie ist die empfohlene Untersuchung bei
Kindern mit dsypeptischen Beschwerden.

Serologische Verfahren sind im Kindesalter nicht geeignet.

Der C'3-Atemtest ist eine verldssliche diagnostische Methode.
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2.7 Therapie der H. pylori-Infektion

2.7.1 Unkomplizierter Ulcus

Bei guter Compliance der Patienten kann durch eine Eradikationstherapie
heute nahezu jeder Patient von einer H. pylori-Infektion geheilt werden.
Idealerweise sollte die Therapie hocheffizient (> 90% Eradikation), einfach
fir die Patienten und nebenwirkungsarm sein. Die Behandlung sollte
10 Tage nicht tberschreiten und stabile H. pylori-Sanierungsraten aufweisen.
Bei der Resistenzsituation des Keims sollten weder primare noch sekundare
Resistenzen Einfluss auf die therapeutische Effizienz nehmen. Nicht zuletzt
sollten die Behandlungskosten ,akzeptabel” sein (CASPARY ET AL. 1996).

2.7.1.1 Modifizierte Tripel-Therapie
(,,Italienische* Tripel-Therapie) 7 Tage

Protonenpumpenhemmer (2x Standarddosis/Tag)
Clarithromycin (2x 250mg/Tag)
Metronidazol (2x 400mg/Tag)

Nebenwirkungen: ca. 15%, Therapieabbriche < 5%
(CASPARY ET AL. 1996).

2.7.1.2 Modifizierte Tripel-Therapie
(,Franzosische“ Tripel-Therapie) 7 Tage

Protonenpumpenhemmer (2x Standarddosis/Tag)

Clarithromycin (2x 500mg/Tag)
Amoxicillin (2x 1000mg/Tag) [oder Metronidazol (2x 500mg)]
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Nebenwirkungen: ca. 30%, Therapieabbriiche < 5% (CASPARY ET AL.
1996) [European Helicobacter Pylori Study Group 2000].

2.7.1.3 Reserveschema: Quadrupel-Therapie

Protonenpumpenhemmer (2x Standartdosis/Tag) Tag 1-10
Tetrazyklin (4x 500mg/Tag) Tag 4-10
Wismuthsalz (4x taglich) [4x120mg] Tag 4-10
Metronidazol (3x 400mg/Tag) [3x500mg] Tag 4-10

Nebenwirkungen: ca. 80%, Therapieabbriche 5-10%
(CASPARY ET AL. 1996) [European Helicobacter Pylori Study Group 2000].

Eine antisekretorische  Nachbehandlung nach einer H. pylori-
Eradikationstherapie ist bei persistierenden Beschwerden oder der Einnahme
nicht-steroidaler Antirheumatika erforderlich (CASPARY ET AL. 1996).
Bei einer Protonenpumpenhemmer-Monotherapie kommt es bei H. pylori-
positiven Patienten zu einem signifikant hdheren intragastrischen pH-Wert
als bei H. pylori-negativen Personen. Dazu gibt es zwei Haupttheorien: Das
von H. pylori produzierte Ammoniak neutralisiert die Magensdure ebenfalls
und verstarkt offensichtlich den Effekt der S&auresuppression. Die andere
Theorie besagt, dass es durch die Verminderung der Saureproduktion zur
Entwicklung einer Korpus-Gastritis wahrend der Behandlung mit einem
Protonenpumpenhemmer kommt (MARTINEK ET AL. 2000).
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2.7.1.4 Standarddosen der Protonenpumpenhemmer:

20mg Omeprazol
20mg Esomeprazol
30mg Lansoprazol
40mg Pantoprazol

Die Antibiotika dieser Therapieprotokolle wurden im Rahmen von Studien
modifiziert, es ist nicht vertretbar, empfohlene Antibiotika durch nicht
evaluierte Antibiotika zu ersetzen. Bei den Protonenpumpenhemmern (PPI)
liegen flr das Omeprazol die meisten Daten vor. Fir andere PPI ist die
Datenlage weniger umfangreich. Omeprazol (2x 20mg) kann durch
Lansoprazol (2x 30mg) oder Pantoprazol (2x 40mg) ersetzt werden, es
kommt dabei nicht zu einer Reduktion der therapeutischen Effizienz
(CASPARY ET AL. 1996). Eine Metaanalyse vorliegender
Parallelgruppenvergleiche zeigte, dass Behandlungsprotokolle mit einem
Protonenpumpeninhibitor bei 78,6% im Vergleich zu 76,5% in
Behandlungsprotokollen mit Hx-Rezeptorantagonisten eine Eradikation von
H. pylori erreichten (p>0,5). Die Anwendung zweier Antibiotika anstelle eines
Antibiotikums steigerte die H. pylori-Eradikationsrate um 16,1% (p<0,001).
Es zeigte sich weder bei Studien mit zwei Antibiotika noch bei Studien mit
einem Antibiotikum ein signifikanter Unterschied zwischen einem
Protonenpumpeninhibitor und einem Hy-Rezeptorantagonisten (HOLTMANN,
LAYER, GOEBELL 1996). Die Dualtherapie mit Omeprazol und Amoxicillin
kann nicht als Therapie der ersten Wahl empfohlen werden,
die Eradikationsraten lagen teilweise unter 70-80%. Nicht empfehlenswert ist
ebenfalls die duale Therapie mit Omeprazol und Clarithromycin.

49



Bei den nicht erfolgreichen Eradikationstherapien entwickelten mehr als 60%
der H. pylori-Stdmme eine  Resistenz  gegen  Clarithromycin.
War die ,ltalienische® Tripeltherapie erfolglos, kann die ,Franzdsische” Tripel-
Therapie bei primarem Therapieversagen noch gute Resultate zeigen.
Dabei wird jedoch die Aplikation der vierfachen Standarddosis von
Protonenpumpenhemmern oder die Steigerung der Therapiedauer auf
10 Tage empfohlen. Nach erfolglosen Eradikationstherapien nach der Tripel-
Therapie kann die Quadrupel-Therapie noch erfolgreich eingesetzt werden.
Dabei handelt es sich um eine therapeutische Alternative, die wegen ihrer
Komplexitdt und der hohen Nebenwirkungsrate nur als Reserveoption
angesehen werden sollte. Die Quadrupel-Therapie ist auch bei metronidazol-
resistenten Helicobacter pylori-Stammen erfolgreich.

2.7.2 Blutendes Ulkus

Die Eradikationstherapie sollte beim blutenden Ulkus unmittelbar nach
endoskopischer oder chirurgischer Blutstillung eingeleitet werden.
Die therapeutische Effizienz ist méglicherweise reduziert, wenn Antibiotika
erst einige Tage nach einer Monotherapie mit Protonenpumpenhemmern
zum Einsatz kommen. Auch bei der Notfallendoskopie sollte eine Biopsie zur
histologischen Begutachtung und zum Keimnachweis z.B. durch den Urease-
Schnelltest erfolgen. Die Eradikation sollte aber auch ohne Vorliegen der

Testergebnisse eingeleitet werden.

Bei Nahrungskarenz erfolgt nach Empfehlung eine intravendse
Kombinationstherapie mit Omeprazol (Dauerinfusion von 200mg/Tag),
Amoxicillin (3x 1000mg/Tag i. v.) und Metronidazol (3x 500mg/Tag i. v.).
Die intraven6se Kombinationstherapie wird auf die modifizierte Tripeltherapie
umgestellt, sobald die orale Therapie mdglich ist.
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2.7.2.1 Intravendse Therapie

Omeprazol (Dauerinfusion bis 200mg/Tag)
Amoxicillin (3x 1000mg/Tag i. v.)
Metronidazol (3x 500mg/Tag i. v.)

(CASPARY ET AL. 1996).

2.7.2.2 Orale Therapie

Protonenpumpenhemmer (2x Standarddosis/Tag) 7 Tage
Clarithromycin (2x 250mg/Tag) 7 Tage
Metronidazol (2x 400mg/Tag) 7 Tage

2.7.2.3 Standarddosen der Protonenpumpenhemmer

20mg Omeprazol
30mg Lansoprazol
40mg Pantoprazol

(CASPARY ET AL. 1996).
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2.7.3 Therapie der Helicobacter pylori-Infektion in der Padiatrie

FOr die Padiatrie wurden andere Indikationen fir die Eradikation des
H. pylori als Erkrankungen an peptischen Ulzera vereinbart. Obwohl
wiederkehrender abdomineller Schmerz in der Kindheit keine Indikation far
eine ,test and treat* Strategie ist, wurde anerkannt, dass Kinder, die eine
positive Famlienanamnese flr peptische Ulzera und Magenkarzinom
aufweisen, nach Ausschluss anderer Ursachen getestet werden sollten.
Wie die Erwachsenen sollten auch Kinder mit ungeklarter Anamie ohne
andere ersichtliche Ursache gegen eine H. pylori-Infektion behandelt werden.
Es haufen sich Daten, die fir eine Verbindung zwischen H. pylori und
idiopathischer Thrombozytopenie (ITP) sprechen. Nach einer H. pylori-
Eradikation ist eine signifikante Steigerung der Thrombozyten-Anzahl zu
beobachten. In der veréffentlichten Literatur waren 58% der Patienten mit
ITP H. pylori-infiziert (MALFERTHEINER, MEGRAUD, O'MORAIN 2005).

Protonenpumpenhemmer sind, mit Ausnahme von Omeprazol, fur Kinder
unter 18 Jahren nicht zugelassen. Fir Pantoprazol und Lansoprazol sind
keine relevanten pharmakologischen oder 6konomischen Vorteile gegentber
Omeprazol bekannt. Bei Therapie mit Protonenpumpenhemmern ist
insbesondere bei multimorbiden Kindern auf Interaktionen mit anderen durch
Zytochrom P450-2C-metabolisierten Pharmaka (Prokinetika, Makrolide,
Antikonvulsiva etc.) zu achten (DOCKTER 1999).

Werden andere Protonenpumpenhemmer als Omeprazol eingesetzt, so sind
die Eltern Uber diese Tatsache aufzuklaren und |hr Einverstédndnis muss fir
die Eradikationstherapie eingeholt werden. Vor Behandlungsbeginn muss die
Diagnose gesichert sein (CASPARY 1996).
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Metronidazol sollte aufgrund der Resistenzentwicklung und der
Nebenwirkungen zuriickhaltend eingesetzt werden (CASPARY 1996;
DOCKTER 1999) und bei Kindern nur als Reserveantibiotikum bei
Penicillinallergie zum Einsatz kommen (CASPARY 1996). Die Resistenzrate
von Helicobacter pylori-Stdmmen liegt in Europa im Mittel bei 30-40% und
reduziert damit die Effektivitait der Eradikationstherapie (KOLETZKO,
REINHARDT 1997).

Bei in Minchen untersuchten Kindern zeigte sich in Gber 20% eine primare
Clarithromycin-Resistenz. Mehr als 33% der Isolate zeigte eine Resistenz
gegen Metronidazol und bei 11% der Kinder lag eine Doppelresistenz gegen
Clarithromycin und Metronidazol vor. Insbesondere bei Kindern empfiehlt
sich vor Behandlungsbeginn ein Antibiogramm (KOLETZKO 2001).
Es wird mit einer weiteren Zunahme der Resistenzen gerechnet. Letztendlich
wird nur die Entwicklung eines effektiven Impfstoffes das Problem der
Antibiotika- Resistenz des Helicobacter pylori beseitigen (MEGRAUD 1998).
Die  Dualtherapie bestehend aus Omeprazol und  Amoxicillin
(2x 50mg/Kg/Tag) fur die Dauer von zwei Wochen zeigte eine niedrige
Sanierungsrate von 60%. Diese Therapie kann nicht empfohlen werden.
Bei zusatzlicher Gabe von Clarithromycin (2x 20mg/kg/Tag) wurde eine
Eradikation von 87% erreicht. Auffallend ist, dass padiatrische Patienten eine
bedeutend héhere Omeprazol-Dosis als Erwachsene bendtigen.

Die Dosierung von Omeprazol betragt 1-2mg/kg/Tag in zwei Einzeldosen.
Trotz der relativ hohen Dosierung wird von einer guten Vertraglichkeit
berichtet. Mit anderen Protonenpumpenhemmern liegen bei Kindern nur sehr
wenige Erfahrungen vor (CASPARY ET AL. 1996).
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2.7.3.1 Empfohlene Eradikationstherapie im Kindesalter,
Tripel-Therapie

Omeprazol 1 (bis 2) mg/kg KG/Tag (max. 40mgQ) 7 Tage
Amoxicillin 50mg/kg KG/Tag (max. 2000mg in 2 Dosen) 7 Tage

Clarithromycin 20mg/kg KG/Tag (max. 1000mg in 2 Dosen) 7 Tage

(CASPARY 1996; DOCKTER 1999).
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2.7.4 Primare Therapieschemata und ,,Rescue-Therapien”
zur Eradikationsbehandlung der H.-pylori-Infektion

2.7.4.1  Priméare Therapieschemata
(nach [MCLOUGHLIN, RACZ, BUCKLEY 2004])

Frandsische Tripeltherapie!”

Pantoprazol® 20mg+Amoxicillin 2x1000mg-+Clarithromycin 2x 500mg (7d)
ltalienische Tripeltherapie!”

Omeprazol®20mg+Metronidazol 2x 500mg+Clarithromycin 2x 250mg (7d)

Omeprazol® 20mg+Amoxicillin/Clavulanséure 2x 1000mg+Clarithromycin 2x
500mg®

PPI1 2x taglich+Amoxicillin 2x 100mg (Tag 1-5) > PPI 2x taglich
+Clarithromycin 2x 500mg+Tinidazol 2x 500mg (Tag 6-10)

Englische Tripeltherapie
(PPI 2x taglich+3x 400mg Metronidazol+3x 750mg Amoxicillin)

Omeprazol® 2x 20mg+Amoxicillin 2x 1000mg+2x 400-800mg Metronidazol
[BAYERDORFFER, LIND, DITE 1999]

Sequenzielle Therapie

Rabeprazol® 40mg taglich+Amoxicillin 2x 1000mg (tag 1-5)

> Rabeprazol® 2x 20mg+Clarithromycin 2x 500mg-+Tinidazol 2x 500mg
(Tag 6-10) [ZULLO, VAIRA, VAKIL 2003]®

PPI Protonenpumpeninhibitor;

(1) im Maastrich-Konsensus 2000 (MALFERTHEINER; MEGRAUD, O'MORAIN
2002) empfohlen;

(2) in der Originalpublikation angegeben, kann durch andere PPI ersetzt werden;
(3) neues Schema, nicht durch Konsensus sanktioniert.

Um diese Behandlungsschemata uneingeschrankt fur die primare
Eradikationstherapie empfehlen zu kénnen, sind weitere Studien abzuwarten.
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2.7.4.2 Rescue-Therapieschemata
(nach [MCLOUGHLIN, RACZ, BUCKLEY 2004])

Besteht nach einem erfolgslosen Eradikationsversuch keine Mdglichkeit von
Anzucht und Resistenzbestimmung oder Gastroskopie, muss auf ,Rescue-
Therapieschemata“ zurtickgegriffen werden.

Omeprazol® 3x 40mg+Amoxicillin 3x 1000mg (14 d)
[PEITZ, HACKELSBERGER, MALFERTHEINER 1999] @)

Pantoprazol® 2x 40mg-+Rifabutin 2x 150mg+Amoxicillin 2x 1000mg (7-10d)
[GISBERT, CALVET, BUJANDRA 2003] ©®

Omeprazol® 2x 20mg+ Wismutsubzitrat 4x 120mg (nur in Internationaler
Apotheke)+Tetracyclin 4x 500mg+Metronidazol 3x 400mg (7d) "

Pantoprazol® 2x 40mg+Amoxicillin 2x 1000mg-+Levofloxacin 2x 200mg
(7-10d) [ZULLO, HASSAN, DE 2003; WATANABE, AOYAMA,
SHIRASAKA 2003] ©

Rabeprazol® 2x 20mg+Rifabutin 1x 300mg-+Levofloxacin 1x 500mg
[WONG, GU, LAM 2003] ®

Franzdsische oder italienische Tripeltherapie mit Verlangerung der
Behandlungsdauer [MALFERTHEINER, PEITZ, WOLLE 2004]®

PPI Protonenpumpeninhibitor;

(1) im Maastrich-Konsensus 2000 (MALFERTHEINER; MEGRAUD, O'MORAIN
2002) empfohlen

(2) in der Originalpublikation angegeben, kann durch andere PPI ersetzt werden;
(3) neues Schema, nicht durch Konsensus sanktioniert.

Um diese Behandlungsschemata uneingeschrankt fur die primare
Eradikationstherapie empfehlen zu kénnen, sind weitere Studien abzuwarten.

(KIST, GLOCKER, SUERBAUM 2005, MALFERTHAINER, MEGRAUD, O'MORAIN 2002,
MOAYYEDI, SOO, DEEKS 2000, MURAKAMI, FUJIIOKA, OKIMOTO 2002,
BAYERDORFFER, LIND, DITE 1999, MCLOUGHLIN, RACZ, BUCKLEY 2004, ZULLO,
VAIRA, VADKIL 2003, PEITS, HACKELSBERGER, MALFERTHAINER 1999, GISBERT,
CALVET, BUJANDA 2003, ZULLO, HASSAN, DE 2003, WATANABE, AOYAMA,
SHIRASAKA 2003, WONG, GU, LAM 2003, OJETTI, MIGNECO, ZOCCO 2004,
MALFERTHAINER, PEITZ, WOLLE 2004, GISBERT, HERMIDA, PAJARES 2001,
LAMOULIATTE, MEGRAUD, DELCHIER 2003, BAZZOLI, POZZATO, ROKKAS 2002).
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3 PATIENTEN UND METHODEN

3.1 Patienten

In der Zeit von 26.11.1996 bis 30.04.2001 haben sich 164 péadiatrische
Patienten im gastroenterologischen Labor der Medizinischen Klinik 11 der
Universitatskliniken ~des Saarlandes einem  '*C-Harnstoff-Atemtest
unterzogen. Bei 29 Patienten wurde eine H. pylori-Infektion nachgewiesen,
122 Patienten hatten ein negatives Testergebnis, 5 Patienten zeigten ein
grenzwertiges Testergebnis und 8 Proben waren nicht analysierbar.
Die Eltern der 29 Patienten mit positivem Testergebnis und Eltern von
51 Patienten mit negativem bzw. grenzwertigem Testergebnis wurden von
mir schriftlich benachrichtigt. Nach Aufklarung der Eltern Gber das Ziel dieser
Studie und deren schriftlicher Einverstéandniserklarung zur Teilnahme erfolgte
die kapillare Blutentnahme und Bestimmung des H. pylori-Infektionsstatus
innerhalb von 15min mittels Pyloriset Screen Il, (Firma Orion Diagnostica).
Bei der Untersuchung erhielten die Eltern der Kinder ein
Stuhlprobenréhrchen in einem Umschlag. Die Eltern wurden angewiesen, die
Stuhlprobe sofort nach Entnahme an das Forschungslabor der Klinik fir
Kinder- und Jugendmedizin der Universitatskliniken des Saarlandes zu
senden. An der Studie haben sich insgesamt 50 Patienten beteiligt, ein
Patient sandte keine Probe an das Labor. Insgesamt konnten 49 Patienten in

der Studie miteinander verglichen werden.
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Im Labor wurden die Proben sofort nach Erhalt bis zur Ermittlung des
H. pylori-Infektionsstatus mittels FemtoLab H. pylori Cnx (Connex GmbH,
Am Klopferspitz 19, 82152 Martinsried, Germany) bei -20°C eingefroren.
Das Resultat des LemtoLab H. pylori Cnx bildete die Grundlage der
klinischen Diagnostik und den Bezugswert fir die Auswertung des
Antikdrpertests in Hinblick auf Sensitivitat und Spezifitat.

3.2 Methoden

3.2.1 Enzymimmunoassay (EIA)

FemtoLab H. pylori Cnx (Connex GmbH, Am Kilopferspitz 19,
82152 Martinsried, Germany) ist ein qualitativer in vitro-Enzymimmunoassay
im Mikrotiterplattenformat zum direkten, nicht-invasiven Nachweis von
Helicobacter pylori-Antigenen in humanen Stuhlproben. Der Test basiert auf
monoklonalen Antikbpern gegen H. pylori. Durch die Verwendung von
monoklonalen Antikérpern werden im Vergleich zu polyklonalen Antikérpern
Schwankungen zwischen den unterschiedlichen Chargen vermieden.
Beim FemtoLab H. pylori Cnx handelt es um ein Sandwich-Enzym-
Immunoassay mit dualer Amplikationstechnologie. Die inneren Wandungen
der Mikrotiterplatte sind mit monoklonalen Antikérpern gegen Helicobacter
pylori-Antigene beschichtet. Eine definierte Menge des Uberstandes einer
Stuhlsuspension wird zusammen mit Peroxidase-markierten monoklonalen
Antikérpern  in die  Kavitditen der  Mikrotiterplatten  pipettiert.
In der Stuhlsuspension vorhandene Antigene von Helicobacter pylori binden
wahrend der Inkubationsphase sowohl an Antikdrper der Mikrotiterplatte als
auch an Antikérper der Peroxidase-markierten Antikorper, es kommt zur
Ausbildung eines sog. ,Sandwich-Komplexes®“. Uberschiissige Peroxidase-
markierte Antikérper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte entfernt.

58



Danach wird Tetramethylbezidin in die Kavitdten der Mikrotiterplatte
pipettiert, es kommt zu einer Oxidation des Substrats durch die gebundene
Peroxidase, wobei ein blaugefarbtes Produkt entsteht. Nach Zugabe der
Stopplésung erfolgt ein Farbumschlag nach gelb. Danach erfolgt eine
spektrophotometrische Bestimmung der Farbintensitat (Gebrauchs-
anweisung FemtoLab H. pylori Cnx, Connex GmbH, Am Klopferspitz 19,
82152 Martinsried Germany).

3.2.2 Pyloriset Screen Il

Beim Pyloriset Screen |l handelt es sich ebenfalls um ein Enzym-
immunoassay, das IgG und IgA Helicobacter pylori-Antikérper detektiert.
Dem Patienten werden zur Untersuchung 25ul Kapillarblut aus Ohrlappchen
oder Fingerbeere mittels eines geeichten Kapillarréhrchens entnommen.
Es kénnen auch 10ul Serum verwendet werden. Das zu untersuchende Blut
wird dann in die Probenvertiefung der Testkassette pipettiert, dabei wird das
Fliesspapier in der Probenvertiefung leicht berihrt. AnschlieBend werden
zwei Tropfen Entwickler-Lésung in die Probenvertiefung mit der zu prifenden
Probe getropft. Es erfolgt eine chromatographische Trennung, dabei bilden
sich in den beiden oberen Feldern der Testkassette typische Bandenmuster
aus. Nach 15 Minuten erfolgt die visuelle Auswertung der Testfelder.

Positiv: Eine deutlich sichtbare Bande im Testfeld ,T“ und im Kontrollfeld ,C*
Negativ: Nur eine Bande im Kontrollfeld ,C*
Nicht auswertbar: Keine Bande, oder nur eine Bande im Testfeld ,T“

(Kurzanleitung Pyloriset Screen Il (2000), Orion Diagnostika, P.O. Box 83,
02121 Espoo, Finland).
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3.2.3 Testdurchfihrung FemtoLab H. pylori Cnx

Vor Verwendung werden die Reagenzien frihzeitig aus dem Kihlschrank
entnommen und auf Raumtemperatur erwdarmen lassen. Die Reagenzien
sind vorsichtig zu durchmischen. 100 ml des 250 mM Phosphat-
Waschpufferkonzentrates werden mit 900 ml destilliertem oder entionisiertem
Wasser aufgeflllt und gemischt. In einem Testréhrchen werden 500ul
Probenpuffer vorgelegt. Die Stuhlprobe wird gemischt und mittels eines
Holzstdbchens wird eine erbsengroBe Menge des Patientenstuhls (ca. 0,19)
in den Probenpuffer gegeben. Danach mit dem Vortexmixer etwa
15 Sekunden suspendiert und anschlieBend 5 Minuten bei > 5000 rpm
abzentrifugiert. Die aufbereitete Stuhlprobe ist 24 Stunden bei 2-8°C haltbar.
In eine Mikrotiterplatte werden 50ul des Uberstandes der zu untersuchenden
Stuhlproben, sowie jeweils 50ul der Positiv- und Negativkontrolle in je eine
Kavitat pipettiert. AnschlieBend wird in jede Kavitdt 50ul der
gebrauchsfertigen Enzymkonjugat-Lésung mit den Peroxidase-konjungierten
monoklonalen Antikérpern gegen H. pylori direkt zu der zu untersuchenden
Probenlésung gegeben. Die Mikrotiterplatte wird mit einer Klarsichtfolie
abgedeckt und fir 60 Minuten auf einem Laborschittler bei
18-27°C inkubiert. Nach 60 Minuten wird die Abdeckfolie entfernt und der
Inhalt der Mikrotiterplatte in einen Behalter mit Desinfektionslésung entleert.
Jede Kavitat wird 5-mal mit jeweils 250-300ul Waschpuffer gespdlt. Bei der
Verwendung von automatischen Waschgeraten muss auf ein komplettes
Absaugen der FlUssigkeit nach jedem Waschschritt geachtet werden.
Nach dem letzten Waschen wird die Mikrotiterplatte grindlich auf
saugfahigem Papier ausgeschlagen. Beim Waschen per Hand ist auf das
Beflllen jeder Kavitat zu achten.
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Nach jedem Waschschritt ist auf eine komplette Entleerung der Kavitaten auf
Labortlichern unter einem Abzug zu achten. Zu beachten ist, dass die
Kavitaten zwischen den einzelnen Waschschritten nicht austrocknen. Nach
erfolgter Spulung mittels Waschpufferlésung werden jeweils 100ul der
Substratlésung in jede Kavitat pipettiert und bei Raumtemperatur fir die
Dauer von 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wird die Enzymreaktion
durch Zugabe von 100ul Stopplésung beendet. Die photometrische Messung
erfolgt mit einem Mikrotiterplatten-Reader bei einer Messwellenlange von
450nm. Als Referenzwellenldnge sollte das Spektrum von 620 bis 650nm
verwendet werden. Der Reader-Abgleich wird gegen Luft durchgeflhrt.
Die Unterseiten der Kavitaten sind auf eventuelle Verschmutzungen zu
Uberprifen. Innerhalb von 15 Minuten nach Beendigung der Stoppreaktion
sollte die Messung erfolgt sein. Flissigkeiten, die mit potentiell infektidsem
Material kontaminiert wurden, werden in einem Behdlter mit
Desinfektionsmittel entsorgt. Die Positiv- und Negativkontrolle sind bei jeder
Testreine mitzufiihren, um Reagenzien- stabilitdt und die Kkorrekte
Testdurchfihrung zu UGberprifen. Folgende Kriterien missen erflllt sein,

ansonsten ist der Test zu wiederholen:

Positivkontrolle OD450/620 bis 650nm > 1 ,00 (OD450nm > 1 ,04)

Negativkontrolle OD450/620 bis 650nm < 0,10 (OD450nm < 0,1 4)

(Gebrauchsanweisung FemtoLab H. pylori Cnx, Connex GmbH,
Am Klopferspitz 19, 82152 Martinsried Germany).
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3.3 Nachweis einer H. pylori-Infektion

Ein Patient wurde als positiv gewertet, wenn das Resultat des
FemtoLab H. pylori Cnx positiv war. Die spektrophotometrische Messung
erfolgte  bei 450nm gegen eine Referenzwellenlange zwischen
620 bis 650 nm. Wir Obernahmen den vom Hersteller festgelegten
Cut-off-Wert.

3.3.1 Messung bei Wellenlange 450nm

Proben mit Extinktionswerten > 0,150 sind als positiv zu werten.
Proben mit Extinktionswerten < 0,150 sind als negativ zu werten.

Ein positives Resultat zeigt das Vorhandensein von H. pylori-Antigenen in
der Stuhlprobe an. Ein negatives Resultat zeigt die Abwesenheit von
H. pylori oder eine Antigenkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze an.
Extrem hohe Antigenkonzentrationen in den Stuhlproben kénnen innerhalb

weniger Minuten prazipitieren, die Bewertung erfolgt ebenfalls als positiv.

Das Vorkommen von Testergebnissen innerhalb von 0,020 Absorptions-
einheiten um den Cut-off-Wert sollte zu vorsichtigen Interpretationen fihren.

3.3.2 Nachweisgrenze

Nach Angaben des Herstellers kdnnen 5 femtomol Helicobacter pylori-
Antigen pro Gramm Stuhl nachgewiesen werden.
(Gebrauchsanweisung FemtoLab H. pylori Cnx, Connex GmbH,
Am Klopferspitz 19, 82152 Martinsried Germany).
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3.4 Evaluierung des Pyloriset Screen Il bei Erwachsenen

Bei einer finnischen Studie sind mit insgesamt 207 aufeinanderfolgenden
erwachsenen, ambulanten Patienten im Alter von 19 bis 83 Jahren
(Median 55 Jahre), davon 122 Frauen (59%), die an das stadtische
Krankenhaus Herttoniemi in Helsinki zur Durchfiihrung einer Gastro-
duodenoskopie zwischen Oktober 1996 und Marz 1997 Uberwiesen wurden,
eingeschlossen worden. 44 Patienten waren unter 40 Jahre,
78 Patienten waren zwischen 40 und 59 Jahre alt, 82 Patienten waren
zwischen 60 und 80 Jahre alt und 3 Patienten waren Uber 80 Jahre alt.
Patienten, die keine Eradikationstherapie in der Vergangenheit erhielten, die
bereit und féahig waren die schriftliche Zustimmung zu erteilen, waren in die
Studie eingeschlossen. Die Zustimmung der Ethikkommission der Stadt-
gesundheitsbehdrde von Helsinki wurde erteilt. Die Endoskopien wurden von
zwei der Autoren durchgefihrt (Aina Oksanen und Lea Veijola).
Zwei biopsierte Gewebeproben fir die histologische Untersuchung wurden
jeweils aus dem Antrum und Korpus (jeweils von der anterioren und
posterioren Magenwand) entnommen. Die Gewebeproben wurden mit
Hamatoxyllin-Eosin, Alcian Blau(pH 2,5)-perjodséure-Schiff und nach
modifiziertem Giemsa geférbt. Die Gewebeproben wurden ,blind“ von einem
Pathologen begutachtet und nach dem Sydney System bewertet. Die
Bewertung der Proben aus Antrum und Korpus erfolgte getrennt. Zusatzlich
wurde mit erhaltenen Antrum und Korpus-Biopsien ein Urease-Schnelltest
durchgefihrt (Hut-Test; Astra GmbH, Wedel, Germany), der nach 30
Minuten, 3 Stunden und 24 Stunden nach Herstellerempfehlung abgelesen
wurde. Gewebeproben aus Antrum und Korpus flr die Kultur des Keims

wurden von 113 Patienten entnommen.
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Die Proben wurden auf Brucella-Agar-Platten (BBL, Cockeysville, Md.),
erganzt mit Pferdeblut (7%) und Iso Vitalex (1%) Ubertragen.
Ausserdem wurden selektive Brucella-Agar-Platten mit Vancomycin (6mg/l;
Eli Lilly, Indianapolis, Ind), Amphotericin (2mg/l; Sigma, St. Louis, Mo.) und
Nalidixinsdure (20mg/l; Sigma) verwendet. Die Platten wurden bei 37°C in
einer Atmosphare von 5% Sauerstoff, 10% Kohlendioxid und 85% Stickstoff
inkubiert. Die Platten wurden vom 3. bis zum 12. Tag taglich untersucht.
Isolierte Keime wurden auf der Basis vom Erscheinungsbild der Kolonie,
Gramfarbung und positiven Reaktionen in biochemischen Tests (Katalase,
Oxidase und Urease) identifiziert. Jedem Patienten wurde wahrend des
Termins zur Endoskopie Blut enthommen und bei -20°C bis zur Analyse
eingeforen. 1gG- und IgA-Antikérper gegen H. pylori-Antigene wurden beide
mit einem hausinternen Enzymimmunoassay jeweils separat und mittels
Pyloriset Screen 1l 1IgG und IgA zusammen gemessen. Das hausinterne
Enzymimmunoassay verwendet als Antigen ein Glycerinsdureextrakt von
H. pylori NCTC 11637. Die Absorptionsmesswerte wurden umgewandelt in
End-Punkt-Titer. Die End-Punkt-Titer waren Serumverdinnungsfaktoren, die
durch den Cut-off-Level auf der Basis der optischen Dichte positiver
Ergebnisse in konstanter Verdiinnung definiert wurden. Es wurden getrennte
Ergebnisse fur IgG und IgA verwendet. Pyloriset EIA-G und EIA-A wurde
gemaB der Herstellerempfehlung durchgeflihrt. Weitere Serumproben
wurden nach H. pylori-Antigenen mittels Pyloriset Dry (Orion Diagnostica),
eines  Latexagglutinationstests gemaB  der  Herstellerempfehlung
durchgefihrt. Fur Pyloriset Screen, ein indirektes Fest-Phasen Enzym-
Immunoassay, wurde eine Lanzette verwendet, um eine Fingerbeere zu
punktieren. Es wurden 25ul Blut mittels eines Kapillarrdhrchens entnommen.
Die Blutprobe und 2 Tropfen einer Entwicklungslésung wurden in die untere
Offnung des Testfeldes tberfiihrt.
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Das Prinzip des Tests basiert auf Kapillarkraften. Die Probe und die
Entwickler-L6sung wandern entlang einer mit Helicobacter pylori
impragnierten Testmembran und mobilisieren ein gefarbtes Konjungat mit
Anti-Humanimmunglobulin. Im Falle einer positiven Probe bildet sich ein
Komplex aus H. pylori-Antikbrpern und dem gefarbten Konjungat mit
Anti-Humanimmunglobulin. Dabei bildet sich ein sichtbarer diskreter Streifen
im Testfeld aus. Ohne Berucksichtigung der Anwesenheit von H. pylori bildet
sich  im Kontrollfeld ein weiterer Streifen aus immobilisierten
Konjugatspezifischen Antikérpern aus. Der Test wird als positiv
berlcksichtigt, wenn sich jeweils ein waagrechter gefarbter Streifen in Test-
und Kontrollfenster ausgebildet hat. In der Studie wurde das Ergebnis nach
10 Minuten abgelesen. Bei negativem Testresultat erfolgte die Ablesung
nach 30 Minuten. Das Auftreten eines selbst noch so diskreten roten
Streifens im Testfeld wurde als positiver Test gewertet. Alle 77 Patienten,
die eine histologisch gesicherte H. pylori-Infektion aufwiesen, litten an einer
Gastritis, 74 Patienten dieser Gruppe zeigten in allen vier serologischen
Testverfahren ein positives Ergebnis. Ein histologisch gesicherter H. pylori-
positiver Patient zeigte erhdhte IgA-Antikdrper nur in zwei EIAs und zeigte
positive Ergebnisse in den beiden Schnelltests. Die Ubrigen drei Patienten
mit positivem Histologieergebnis zeigten positive Resultate in den drei zuvor
validierten serologischen Tests. Bei allen 34 Patienten mit positiver Kultur
wurden auch Helicobacter pylori bei der histologischen Untersuchung
nachgewiesen. In der Helicobacter pylori-Diagnostik existiert kein
,<aoldstandard“ und die alleinige histologische Untersuchung kann in einigen
Fallen nicht sensitiv genug sein. Eine positive Histologie (und Kultur) oder die
Kombination von Gastritis und erhéhtem IgG-Antikérpertiter in beiden
Enzymimmunoassays wurden als Kriterium fir die H. pylori-Infektion
ausgewahlt. Desshalb wurden 82 Patienten als H. pylori-positiv

bericksichtigt.
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Vier von finf positiven Patienten mit Helicobacter pylori-negativer Gastritis
zeigten einen positiven Pyloriset Dry- und Pyloriset Screen-Test in
Zusammenhang mit erhéhten IgG-Antikérpertitern in  zwei Enzym-
immunoassays. Die Ergebnisse der Sensitivitdt und Spezifitdt basieren auf
den bereits beschriebenen Infektionskriterien und der Histologie.
Acht Patienten zeigten einen positiven Pyloriset Screen-Test, obwohl die
Kriterien fUr eine H. pylori-Infektion nicht erfillt waren. Sechs dieser acht
Patienten zeigten auch in einem weiteren Serologietest ein positives
Ergebnis. Zwolf Patienten mit Ulkus duodeni waren in beiden histologischen
Untersuchungen und in allen vier serologischen Tests als positiv befundet
worden. In der Studienpopulation waren 63 Patienten jlinger als 45 Jahre.
Zwolf von ihnen wurden als H. pylori-Positive bericksichtigt, die das
Vorkommen von H. pylori in allen biopsierten Gewebeproben und ein
positives Ergebnis in allen serologischen Tests zeigten. Von den 51 H. pylori-
negativen Patienten, die weniger als 45 Jahre alt waren, zeigte ein Patient
ein positives Ergebnis im Pyloriset Screen Test, die anderen serologischen
Tests zeigten ein negatives Ergebnis. Der Pyloriset Screen zeigte bei
64 Patienten innerhalb von 10 Minuten ein positives Testergebnis und wurde
innerhalb von 30 Minuten fir weitere 22 Patienten positiv. Der zu
evaluierende Pyloriset Screen ereichte in der Studie eine Sensitivitat von
95%, eine Spezifitdt von 94%, einen positiven pradiktiven Wert von 91% und
einen negativen pradiktiven Wert von 97% (OKSANEN, VEIJOLA,
SIPPONEN 1998).
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3.5 Statistik

Ein Patient wurde als positiv gewertet, wenn das Resultat des
FemtolLab H. pylori Cnx positiv war. Fir den Pyloriset Screen Il (Firma Orion
Diagnostica) wurden Spezifitdt, Sensitivitat, positiv- und negativ pradiktiver
Wert sowie Effizienz ermittelt.

Die Sensitivitat (S) gibt die Wahrscheinlichkeit eines richtig positiven
Testergebnisses an. Sie wird geschatzt durch die Anzahl der Infizierten mit
einem positiven Testergebnis unter allen H. pylori-Infizierten:

S(%)=Test richtig positiv x 100/ Anzahl aller H. pylori-Infizierten.

Die Spezifitat (Sp) gibt die Wahrscheinlichkeit eines richtig negativen
Testergebnisses an. Sie wird geschatzt durch die Anzahl der Gesunden mit
einem negativen Testergebnis unter allen Gesunden:

Sp(%)=Test richtig negativ x 100/ Anzahl aller Gesunden.

Der positiv pradiktive Wert (p.p.W.) ist ein Schatzwert und gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, dass bei einer testpositiven Person eine

H. pylori-Infektion vorliegt:

p-p-W.(%)=Test richtig positiv x 100/ Gesamtzahl aller positiven Tests.
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Der negativ pradiktive Wert (n.p.W.) ist ein Schatzwert und gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, dass bei einer testnegativen Person keine
H. pylori-Infektion vorliegt:

n.p.W.(%)=Test richtig negativ x 100/ Gesamtzahl aller negativen Tests.
Die Effizienz (E) ist ein Schatzwert und berechnet die Wahrscheinlichkeit des
richtigen Testergebnisses, sowohl bei richtig positiven als auch bei richtig
negativen Personen:

E(%)=Test richtig positiv + Test richtig negativ/Gesamtzahl aller Tests

(HILGERS, BAUER, SCHREIBER 2003, BORTZ, LIENERT 2003, KUNDT
KRENTZ 2003, WEIB 2002).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Direkter Vergleich der Testverfahren

Im Rahmen der Studie waren insgesamt 50 Patienten untersucht worden.
In einem dieser Falle war neben dem Pyloriset Screen Il (Schnelltest) kein
FemtolLab H. pylori Cnx (EIA) durchgeflihrt worden, so dass bei 49 Patienten

die beiden Testverfahren miteinander verglichen werden konnten.

Mittels EIA konnte, im Vergleich mit dem Schnelltest, bei einem deutlich
gréBeren Patientenanteil ein positives Ergebnis nachgewiesen werden.
Wahrend anhand des EIA bei 11 Patienten (22,4%) ein positiver Befund
gezeigt werden konnte, war dies beim Schnelltest nur bei sechs Patienten
(12,0%) der Fall (Tab. 1).

Tab. 1: Ergebnisse der beiden Testverfahren im Vergleich

EIA (n=49)* Schnelltest (n=50)
negativ positiv negativ positiv
Anzahl der 38 11 44 6
Patienten
Anteil (%) 77,6 22,4 88,0 12,0

*ein fehlender Wert
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Bei insgesamt 42 der 49 Patienten (85,7%) lag eine Ubereinstimmung der
Ergebnisse beider Testverfahren vor. Bei finf Patienten (10,2%) waren beide
Ergebnisse positiv, bei 37 Patienten (75,5%) waren beide Ergebnisse

negativ.

Bei knapp 15 Prozent der Patienten konnte keine Ubereinstimmung zwischen
Schnelltest und EIA festgestellt werden (Tab.2).

Tab. 2: Ubereinstimmungen zwischen FemtoLab H. pylori Cnx (EIA) und Schnelltest

EIA und EIA und EIA ungleich esamt
Schnelltest positiv | Schnelltest negativ Schnelltest 9
N % N % N % N %
5 10,2 37 75,5 7 14,3 49 100

4.2 Vergleich aus der Perspektive des jeweiligen Tests

4.2.1 Ergebnis aus der Perspektive des Pyloriset Screen Il

Beim Vergleich der beiden Testverfahren aus der Perspektive des
Schnelltests ergab sich eine relativ groBe Ubereinstimmung der Ergebnisse.
Unter den 43 Patienten, die im Schnelltest einen negativen Befund
aufwiesen, fand sich auch bei 37 Patienten (86,0%) ein negativer
Befund des EIA. Gleichzeitig wiesen von den sechs Patienten mit positivem
Schnelltest auch fiinf (83,3%) einen positiven EIA-Befund auf (Tab.3).
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Tab. 3: Ergebnisse aus der Perspektive des Schnelltests

EIA
negativ positiv
Schnelltest n Y% n Y%
negativ (n=43)* 37 86,0 6 14,0
positiv (n=6) 1 16,7 5 83,3

*Insgesamt liegen 44 negative Schnelltest-Ergebnisse vor; es fehlt jedoch ein
korrespondierendes EIA-Ergebnis.

4.2.2 Ergebnis aus der Perspektive des FemtoLab H. pylori Chx

Bei der Betrachtung der beiden Testverfahren, aus der Perspektive des EIA,
ergab sich eine groBe Ubereinstimmung beziiglich der negativen Ergebnisse.
Von den insgesamt 38 negativen EIA-Befunden wiesen auch im Schnelltest
37 Patienten (97,4%) einen negativen Befund auf. Eine geringe
Ubereinstimmung bestand jedoch im Hinblick auf die positiven Ergebnisse.
Von den elf positiven EIA-Ergebnissen wiesen lediglich funf (45,5%) auch im
Schnelltest einen positiven Befund auf. Legt man die Ergebnisse des EIA als
"wahre" GréBe zugrunde, bzw. geht man davon aus, dass alle Patienten mit
positivem EIA-Ergebnis auch tatsadchlich eine Helicobacter-Infektion
aufwiesen, so bedeutet dies, dass weniger als die Hélfte aller Infektionen bei

Kindern mittels des Schnelltest erfasst werden kénnen (Tab.4).
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Tab. 4: Ergebnisse aus der Perspektive des FemtoLab H. pylori Cnx (EIA)

Schnelltest
negativ positiv
EIA n % n %
negativ (n=38) 37 97,4 1 2,6
positiv (n=11) 6 54,5 5 45,5
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4.3 Préazision des Pyloriset Screen Il

Um die Sensitivitdt, die Spezifitdt und die Effizienz des Schnelltests zu
ermitteln, wurde die Annahme zu Grunde gelegt, dass die Ergebnisse des
FemtoLab H. pylori Cnx (EIA) der "wahren" GrdéBe entsprechen.
Ein positiver EIA-Befund wurde demnach als sicher positives Ergebnis
gewertet, ein negativer EIA-Befund als ein sicher negatives Ergebnis. Auf der
Basis dieser Hypothese wurde die Testempfindlichkeit des Schnelltests nach
folgendem Muster berechnet:

EIA + EIA -
Schnelltest + A B
Schnelltest - C D

Sensitivitat = A/ (A+C)
[Anteil der richtig positiven Schnelltest-Ergebnisse an allen positiven EIA-
Ergebnissen]

Spezifitdt = D / (B+D)
[Anteil der richtig negativen Schnelltest-Ergebnisse an allen negativen EIA-
Ergebnissen]

Effizienz = (A+D) / (A+B+C+D)

[Anteil der richtig positiven Befunde plus Anteil der richtig negativen Befunde
an allen Patienten (n=49)]
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Positiv pradiktiver Wert = A/ (A+B)
[Anteil der Infizierten mit positivem Test an der Gesamtzahl der testpositiven
Falle]

Negativ pradiktiver Wert = D / (C+D)
[Anteil der Nichtinfizierten mit negativem Test an der Gesamtzahl der

testnegativen Félle]

EIA + EIA - Gesamt
Schnelltest + 5 1 6
Schnelltest - 6 37 43
Gesamt 11 38 49

Anhand der Berechnungen ergab sich fir den Schnelltest eine Spezifitat von
97,4% und eine Sensitivitat von 45,5%. Die Effizienz des Schnelltests betrug
85,7%, der Positiv pradiktive Wert 83,3% und der Negativ pradiktive Wert
betrug 86,1% (Tab. 5).
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Aus den obigen Daten ergibt sich im Hinblick auf die praktische Anwendung
folgendes: Ein positiver Schnelltest bedeutet auch mit relativ groBer
Wahrscheinlichkeit, dass tatsachlich eine Infektion vorliegt; finf der sechs
positiven Schnelltestbefunde (83,3%) waren richtig positiv bzw. nur einer
falsch positiv. Ein negatives Ergebnis schlieB3t allerdings eine Infektion nicht
mit hinreichender Sicherheit aus, da unter allen elf Infektionen nur finf

(45,5%) mittels des Schnelltests erkannt worden waren.

Tab. 5: Testempfindlichkeit des Schnelltests

Pyloriset Screen |l 7%

Sensitivitat (%) 45,5
Spezifitat (%) 97,4
Effizienz (%) 85,7
Positiv pradiktiver Wert 83,3
Negativ pradiktiver Wert 86,1
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4.4 Atemtest vor Studienbeginn

Bei 46 der 50 untersuchten Patienten war vor Studienbeginn ein Atemtest
zum Nachweis einer Helicobacter-Infektion durchgefihrt worden. Dabei
wiesen 26 Patienten (56,5%) einen positiven Befund im Atemtest auf.
Ein positiver Befund konnte jedoch spater anhand des FemtoLab H. pylori
Cnx (EIA) nur bei 11 Patienten beobachtet werden (Tab. 6).

Bei keinem der Patienten mit negativem Atemtestergebnis konnte spéater
mittels EIA ein positiver Befund nachgewiesen werden. Geht man davon aus,
dass es beim Atemtest keine falsch negativen Ergebnisse gab, so handelte
es sich in keinem Fall um eine Neuinfektion, also um eine Infektion, die

zeitlich nach dem Atemtest aufgetreten war.

Tab. 6: EIA und Atemtest vor Studienbeginn im Vergleich

EIA Atemtest vor Studienbeginn
(n=49)* (n=46)**
negativ positiv negativ positiv
Anzahl der 38 11 20 26
Patienten
Anteil (%) 77,6 22,4 43,5 56,5

*ein fehlender Wert  **vier fehlende Werte
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4.5 Gastroskopie

Bei insgesamt neun der Patienten war eine Gastroskopie durchgefihrt
worden. In acht dieser Falle lag gleichzeitig auch ein EIA-Befund anhand des
FemtoLab H. pylori Cnx vor. Von diesen acht gastroskopierten Patienten
konnte mittels FemtoLab H. pylori Cnx (EIA) bei nur einem Patienten (12,5%)
eine Helicobacter-Infektion nachgewiesen werden; bei den Ubrigen sieben
Patienten (87,5%) fand sich ein negativer EIA-Befund (Tab. 7).

Tab. 7: Gastroskopie und Helicobacter-Infektion

Gastroskopie durchgefihrt
nein ja*
EIA n % n %
negativ (n=38) 31 77,5 7 87,5
positiv (n=11) 9 22,5 1 12,5

*Insgesamt waren 9 Gastroskopien durchgefiihrt worden, in einem Fall fehlt jedoch
der EIA -Befund.
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5 DISKUSSION

Anhand der Berechnungen ergibt sich flr den Pyloriset Screen Il eine
Spezifitdt von 97,4%, eine Sensivitat von 45,5%, eine Effizienz von 85,7%,
ein positiv pradiktiver Wert von 83,3 und ein negativ pradiktiver Wert von
86,1%. Die Ergebnisse zeigen, dass der Schnelltest zwar eine sehr hohe
Spezifitdt aufwies, die Sensitivitat war aber sehr unbefriedigend gewesen.
Ein positiver Schnelltest bedeutet mit relativ groBer Wahrscheinlichkeit, dass
tatséachlich  eine Infektion vorliegt; finf der sechs positiven
Schnelltestbefunde (83,3%) waren richtig positiv bzw. nur einer falsch positiv.
Ein negatives Ergebnis schlieBt allerdings eine Infektion nicht mit
hinreichender Sicherheit aus, da unter allen elf Infektionen nur finf (45,5%)
mittels des Schnelltests erkannt worden waren. Geht man davon aus, dass
alle Patienten mit positivem FemtoLab H. pylori Cnx Ergebnis auch
tatsachlich eine Helicobacter-Infektion aufwiesen, so bedeutet dies, dass
weniger als die Halfte aller Infektionen bei Kindern mittels des Schnelltests

erfasst werden kdnnen.

Zur Evaluierung des Pyloriset Screen in einer Erwachsenenpopulation sind
bei einer finnischen Studie insgesamt 207 aufeinanderfolgende erwachsene
ambulante Patienten im Alter von 19 bis 83 Jahren (Median 55 Jahre), davon
122 Frauen (59%), in die Studie eingeschlossen worden. Dabei ereichte der
zu evaluierende Pyloriset Screen in der Studie eine Sensitivitdt von 95%,
eine Spezifitdt von 94%, einen positiven pradiktiven Wert von 91% und einen
negativen  pradiktiven Wert von 97% (OKSANEN, VEIJOLA,
SIPPONEN 1998).
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Die Ergebnisse der Sensitivitdt des Pyloriset Screen Il unserer Studie
stimmen mit den Ergebnissen anderer Autoren vergleichbarer Studien mit
padiatrischen Populationen Uberein. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass es bei Testverfahren, die nicht flr padiatrische Populationen validiert
sind und die dabei den insgesamt niedrigeren kindlichen Antikdrperspiegel
nicht durch eine Herabsetzung des Grenzwertes berlcksichtigen, es zu
einem deutlichen Abfall der Sensitivitdt kommt. In einer englischen Studie
waren bei Verwendung der gultigen Grenzwerte fir Erwachsene nur 10 von
21 infizierten Kindern mit dem serologischen Test als positiv erkannt worden.
Ein Latexagglutinationstest zeigte in einer anderen Studie bei Erwachsenen
eine Sensitivitdt von 92%, bei Kindern imponierten lediglich 36% (DAY,
MITCHELL, BOHANE 2004). Bei einer Studie die in Leeds durchgefihrt
wurde, konnte gezeigt werden, dass im Vergleich der Seren von histologisch
H. pylori negativ getesteten Erwachsenen mit den von histologisch H. pylori
negativ getesteten Kindern, der Grenzwert fir ein positives ELISA-Ergebnis
bei den Erwachsenen gréBer war als bei den Kindern. Daraus folgt, dass die
Testverfahren zuerst in padiatrischen Populationen validiert werden muissen
(CRABTREE, MAHONY, TAYLOR 1991). Nachdem in Chile bei einer Studie
die Grenzwerte bei Kindern und Erwachsenen entsprechend der 6értlichen
Population korrigiert wurden, zeigten sich bei den beiden beteiligten
kommerziellen EIA bessere Ergebnisse der Spezifitdt, des positiven und
negativen pradiktiven Werts, als bei Verwendung von Grenzwerten, die in
anderen Populationen validiert wurden. Es ist notwendig die Grenzwerte
entsprechend der Ortlichen Population zu korrigieren (HARRIS, PEREZ-
PEREZ, ZYLBERG 2005). Zusammenfassend darf ein Testverfahren nur
dann eingesetzt werden, wenn zuvor eine Validierung in der Zielpopulation
erfolgt ist (KOLETZKO, RHEINHARDT 1997; DAY, MITCHELL, BOHANE
2004).
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Die zur Zeit verflgbaren serologischen Verfahren sind bei Kindern zur
Diagnose einer H. pylori-Infektion nicht geeignet (KOLETZKO 2001,
DRUMM, KOLETZKO, ODERDA 2000).

In einer amerikanischen Studie (WESTBLOM, MADAN, GUDIPATI 1992)
wurden die Ergebnisse eines Latexagglutinationsschnelltests einer
Erwachsenen Population mit einer péadiatrischen Population verglichen.
Dabei wurde der Pyloriset in einer Population von 100 Erwachsenen und 50
padiatrischen Patienten evaluiert. Der Test identifizierte 60 von 65 H. pylori
infizierten Patienten korrekt. Falsch-positiv waren 12 Patienten getestet
worden, bei 5 Patienten waren falsch-negative Reaktionen beobachtet
worden. Der Pyloriset zeigte eine Sensivitat von 92% und eine Spezifitat von
66%. Der Positiv pradiktive Wert betrug 83%, der Negativ pradiktive Wert
betrug 82%. Im Gegensatz zur Erwachsenen Population zeigte der Test in
der padiatrischen Population eine Sensitivitat von lediglich 36%, der Positiv
pradiktive Wert betrug nur 40%.

Die Ergebnisse in der padiatrischen Population waren inadaquat gewesen
(WESTBLOM, MADAN, GUDIPATI 1992). In mehreren neueren Studien Uber
nichtinvasive Diagnostik der H. pylori-Infektion konnten serologische
Nachweisverfahren flr eine Helicobacter pylori-Infektion fir padiatrische
Patienten nicht empfohlen werden (DRUMM, KOLETZKO, ODERDA 2000;
VINETTE, GIBNEY, PROUJANSKY, FAWCETT 2004; KOLETZKO 2005).
Bessere Ergebnisse lieferten kirzlich eine japanische (OKUDA, SUGIYAMA,
FUKUNAGA 2005) und eine italienische Studie (SABBI, DE ANGELIS,
COLISTRO 2005). Die japanische Studie, in der zwei Enzymimmunoassays
fir die serologische Diagnostik von H. pylori miteinander verglichen wurden,
lieferte interessante und vielversprechende Ergebnisse. Ein EIA basiert auf
den JHM-CAP (Japanese strain-derived-high-molecular-weight cell-
associated proteins), aus japanischen Bakterienstammen abgeleitete

Proteine.
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Beim anderen Test handelt es sich um ein zuvor in den USA entwickeltes
EIA, das auf den HM-CAP (U.S. strain-derived-high-molekular-weight cell-
associated proteins) basiert, einem von U.S. Bakterienstimmen abgeleitete
Proteine. Serumproben von 131 japanischen asymptomatischen Kindern
wurden getestet. Eingeschlossen waren 43 H. pylori positive Patienten und
88 negative Patienten. Als Vergleich diente der HpSA test, ein EIA, dass
Helicobacter pylori-Antigene im Stuhl detekiert. Beide Tests zeigten eine
vergleichbare und verlassliche Spezifitdt, aber die Sensitivitat des JHM-CAP
EIA betrug 93,0%, wahrend die Sensivitat des HKM-CAP-EIA 67,4% betrug.
In der Gruppe der unter 10-jahrigen erzielte das HM-CAP-EIA mehr falsch-
negative Resultate. Immunoblot-Analysen offenbarten, dass das JHM-CAP
nicht aber das HM-CAP-Préaparat, ein 100-kDa erkannt hatte, welches sich in
JHM-CAP-positiven Seren befand. Daraus wurde geschlussfolgert, dass das
JHM-CAP-EIA ein sehr genaues Verfahren fir die Serodiagnostik von
H. pylori-Infektionen bei jungen japanischen Kindern ist und die hohe
Sensitivitat des JHM-CAP-EIA im Gegensatz zum HM-CAP-EIA auf das
Vorhandensein eines 100-kDa Antigens in japanischen Bakterienstdmmen
zurickzufihren ist, das von dem Wirtsimmunsystem bereits in einem friihen
Stadium der Infektion erkannt werden kann (OKUDA, SUGIYAMA,
FUKUNAGA 2005). In der italienischen Studie (SABBI, DE ANGELIS,
COLISTRO 2005) unterzogen sich 250 Kinder einer Gastroduodenoskopie
mit Biopsie (Histologische Untersuchung und Urease-Schnelltest). Von allen
Patienten wurde ein Stuhltest, ein serologischer Test der H. pylori-
Immunglobulin G detektiert und ein weiterer serologischer Test der
Cytotoxin-Assoziertes-Gen-Produkt A Immunglobulin G detektiert, durch-
geflihrt. Sensivitat und Spezifitdt wurden mit dem Goldstandard der invasiven
Diagnostik verglichen. Dabei zeigte der Immunglobulin G detektierende Test
eine Sensitivitdt von 86%, eine Spezifitdt von 80%, einen positiv pradiktiven

Wert von 72% und einen negativ pradiktiven Wert von 90%.
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Der Cytotoxin-Assoziertes-Gen-Produkt A Immunglobulin G detektierende
Test imponierte mit einer Sensitivitdt von 83%, einer Spezifitdt von 80%,
einem positiv pradiktivem Wert von 71% und einem negativ pradiktivem Wert
von 89% (SABBI, DE ANGELIS, COLISTRO 2005).

Nachdem in einer schwedischen Studie (SUNNERSTAMM, KJUERSTADIUS,
JANSSON 1999) die Evaluierung mit 99 péadiatrischen Serumproben eines
serologischen EIA flr Helicobacter pylori vorgenommen wurde, wurde ein
Grenzwert von 0,35 Absorbtionseineiten ermittelt. Publiziert wurde ein
Grenzwert von 0,70 Absorbtionseineiten fir Erwachsene. Bei einem
Grenzwert von 0,35 Absorbtionseineiten imponierte eine Sensitivitdt von
93%, eine Spezifitat von 97%, ein positiver und ein negativ pradiktiver Wert
von 93% und 97%. Danach wurden 169 Serumproben von Kindern mit vier
verschiedenen serologischen Tests analysiert, um die Leistung des
Hauseigenen EIA mit Pyloriset, HM-CAP und Helico-G kits zu vergleichen.
Mit dem Helico-G wurden 10 falsch positive und keine falsch negativen
Ergebnisse ermittelt. Der Pyloriset zeigte 3 falsch positive Ergebnisse und
keine falsch negativen Ergebnisse. Mit dem HM-CAP wurden 3 falsch
negative und 1 falsch positives Ergebnis beobachtet. Bei einer von
169 Proben zeigte das Hausinterne EIA ein falsch positives Ergebnis und
kein falsch negatives Ergebnis. Flr die serologische Diagnostik einer
Helicobacter pylori-Infektion sind niedrigere, speziell fir Kinder gut
eingeflihrte Grenzwerte erforderlich. Ein positiver serologischer Test zum
Nachweis einer H. pylori-Infektion muss insbesondere bei Kindern wegen der
Mdoglichkeit einer spontanen Eradikation mit fortbestehender Immunantwort
durch eine Referenzmethode Uberprift werden (SUNNERSTAMM,
KJERSTADIUS, JANSSON 1999).
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AbschlieBend ist festzuhalten:

1. Der Pyloriset Screen Il der Firma Orion Diagnostika ist in der
verwendeten Version keine geeignete Screeningmethode bei Kindern.

2. Ein positiver Befund in der Serodiagnostik ist auch nach einer
Eradikationstherapie méglich und kann zur falschen Diagnose einer
»akuten Infektion mit Helicobakter pylori fihren.

3. Ein serologisches Testverfahren ist zur Eradikationskontrolle nur
bedingt geeignet, da der Zeitpunkt der Serokonversion nicht exakt
bestimmt werden kann und somit unsicher ist.

4. Ein serologisches Testverfahren sollte nur dann eingesetzt werden,
wenn zuvor eine Validierung in der Zielpopulation erfolgt ist.

5. Insgesamt ist flur serologische Testverfahren zu fordern, dass
niedrigere und speziell fir Kinder gut eingeflihrte Grenzwerte
verflgbar sind.

6. Bei einem EIA, das auf Proteinen basiert, die von Bakterienstdmmen
der ortlichen Population abgeleitet wurden, sind signifikant bessere
Ergebnisse bei Tests der 6rtlichen Population erzielt worden.

7. Offensichtlich liefern serologische Testverfahren nach einer
Evaluierung in einer padiatrischen Population und Anpassung der
Grenzwerte flr diese Population respektable Ergebnisse.

8. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei Verwendung von
Proteinen die von Bakterienstdammen der &rtlichen Population
abgeleitet wurden und spezifisch fir diese sind, die Sensititat eines
serologischen Test flr diese Population deutlich gesteigert werden

kann.
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Schnelltest zum Nachweis einer Helicobacter pylori-
Infektion bei Kindern.

J.R. Strein, G. Dockter
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Fragestellung:

Ein Vollblutschnelltestt wurde mit einem
Enzymimmunoassay? im Stuhl bei Kindern
verglichen. Es wurde die Helicobacter-
Durchseuchung in Abhangigkeit von Alter
und Geschlecht untersucht. Es wurde
Uberprift, ob der Vollblutschnelltest in der
taglichen Praxis als Screening-Methode bei

Kindern einsetzbar ist.
1Pyloriset Screen Il, Fa. Orion Diagnostica
2FemtolLab pylori Cnx, Fa. DAKO

Methode:

Qualitativer Helicobacter pylori-Antikérper-
Schnelltest aus Kapillarblutproben von
padiatrischen Patienten im Vergleich mit
einem EIA, dass monoklonale Antikérper
im Stuhl detekiert. Letzterer ist bereits mit
guten Ergebnissen bei Kindern validiert.
Bei dem Schnelltest handelt es sich
ebenfalls um ein EIA, das 1gG und IgA H.
pylori-Antikdrper detektiert. Den Patienten
wird zur Untersuchung 25ul Kapillarblut
entnommen und in die Testkassette
pipettiert. AnschlieBend erfolgt durch
Zugabe von Entwickler-Losung eine
chromatographische  Trennung, dabei
bilden sich typische Bandenmuster aus.
Nach 15 Minuten erfolgt die visuelle
Auswertung der Testfelder. Im Rahmen
der Studie nahmen 50 Patienten,
37 weiblich, 13 mannlich, im Alter
zwischen 2 und 17 Jahren mit akuten oder
chronischen Bauchschmerzen teil.

Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar
Klinik fir Allgemeine Padiatrie und Neonatologie

Ergebnisse:
Pyloriset Screen |l Y%
Sensitivitat (%) 45,5
Spezifitat (%) 97,4
Effizienz (%) 85,7
Positiv pradiktiver Wert 83,3
Negativ pradiktiver 86,1
Wert

Diskussion:

Die Ergebnisse zeigen, dass der Schnelltest
zwar eine sehr hohe Spezifitat aufwies, die
Sensitivitdt war aber unbefriedigend. Finf
der sechs positiven Schnelltestbefunde
(83,3%) waren richtig positiv bzw. nur einer
falsch positiv. Ein negatives Ergebnis
schlieBt allerdings eine Infektion nicht mit
hinreichender Sicherheit aus, da unter allen
elf Infektionen nur funf (45,5%) mittels des
Schnelltests erkannt worden waren. Das
bedeutet, dass weniger als die Halfte aller
Infektionen bei Kindern mittels Schnelltest
erfasst werden kénnen.

Schlussfolgerung:

Bei serologischen Testverfahren, die nicht
bei Kindern validiert sind, kommt es zu
einem deutlichen Abfall der Sensitivitat. Der
insgesamt niedrigere kindliche Antikdrper-
spiegel ist durch eine Herabsetzung der
Grenzwerte zu berUcksichtigen.
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