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Rezumat

Infectia H. pylori este o infectie bacteriana comuna care a fost recunoscutd de Organizatia Mondiala a Sanatatii drept
una dintre cele mai frecvente si majore infectii bacteriene dobandite ale sistemului digestiv uman. Infectia cu H. pylori
este cauza principala al ulcerului peptic si este un factor de risc pentru limfomul gastric de tip MALT (mucosa- associated
lymphoid tisue) si adenocarcinomul gastric. Printre metodele invazive folosite pentru diagnosticul infectiei H. pylori
se numara testul rapid la ureaza, examinarea histologica a biopsiilor gastrice, examenul bacteriologic pentru obtinerea
fost abandonata in favoarea metodelor neinvazive, sensibile si rapide. Cu toate acestea, se observa o crestere a rezistentei
bacteriene la tratament antibacterian. Prin urmare, tehnica de culturd se dovedeste utila ca o metoda de diagnosticare care
ofera informatii privind profilul de susceptibilitate la antibiotice si joacd un rol important in tratamentul empiric cu antibi-
otice si gestionarea cazurilor refractare la tratament. O noud metoda de cultivare a H. pylori prin cultivare microcapilara

un interes pentru societatea medicald in contextul cresterii rezistentei la tratamentele antibacteriene.
Cuvinte-cheie: metode invazive de diagnostic infectia H.pylori, cultura clasica, cultura microcapilara

Summary. Invasive methods in diagnosis of helicobacter pylori infection — efficient tools which increase the
rate of eradication

Helicobacter pylori (H. pylori) infection is a common bacterial infection that has been recognized by the World Health
Organization as one of the most common and major acquired bacterial infections of the human digestive system. H. pylori
is the main cause of peptic ulcer and is a risk factor for mucosa- associated lymphoid tissue (MALT) and gastric adeno-
carcinoma. Among the invasive methods used for diagnosis of H.pylori infection are the rapid urease test, histological
examination of gastric biopsies and bacteriological examination to obtain H. pylori culture and antibiotic susceptibility.
Recently, the use of culture technology as a diagnostic tool has been abandoned in favor of non-invasive methods, which
present good sensitivity and rapidity. However, it is observed an increasing rate of bacterial resistance to antibacterial
treatment. Therefore, culture technique is considered to be useful as a diagnostic method that provides information about
susceptibility profile of antibiotics, plays an important role in the empiric treatment and the management of refractory
therapies. A new method of culture of H. pylori by microcapillary cultivation is advantageous due to its high diagnostic
sensitivity compared to other invasive tests. The aim of this article is to analyze contemporary data about the diagnosis of
H. pylori infection by invasive methods and especially the bacteriological examination with the evaluation of H. pylori
strains susceptibility to different antibiotics. This topic represents the interest of the medical society in the context of
increasing resistance to antibacterial therapies.
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Pe3rome. MeToabl HHBa3UBHOI AnarnocTuky uHexnuu ¢ helicobacter pylori, noppimarommue 3¢ pexTHBHOCTH
IpaMKALIU

Wundekuus H.pylori siBnsercs OakrepuanbHOil nH(ekuuu, koTopas Obuta npusHaHa BcemupHoit Opranuzarmeit
3npaBooXpaHeHHs B KaueCcTBE OJHOI U3 HanboIee YacThIX IPHOOPETEHHBIX OaKTepHaIbHBIX MH(EKIUH MTHIIeBapUTETbHON
cucrembl 4enoBeka. Mudeknus H.pylori siBnsiercss miaBHOW NpPUYMHON S3BEHHOH OONe3HM M siBisieTcs (haKTOpoM
pucka st muMdomsl xeayaka TMn MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) u ageHokapumHOMBI kenynka. K
WHBAa3WBHBIM MeTofaM JuarHocTuku uHpekiun H.pylori oTHOcATCS OBICTpBIM ypeasHBI TecT, THCTOJIOTHYEcKOe
uccIeJOBaHNEe OHONTaTa M3 JKeIylaKka M OaKTepHOIOTHYECKOM HCCiIeAoBaHWE C IodydeHHeM KyasTypsl H.pylori n
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YyBCTBUTEIBHOCTH K aHTHOMOTHKAaM. B mocienHue ronapl, OaKTEpHOIOrHYECKON HCCIIEAOBAHUE HE HCIIOIb30BAJIOCH
LIMPOKO B CBSI3U C UCIOJIb30BAHUEM HEMHBAa3UBHBIX METOAOB IMarHOCTHKU, KOTOPBIE HMEIH BEICOKOE YyCTBUTEIBHOCTh
U CKOpPOCTH Auarnoctuky. OHaKo, 3a MocIeHNE BpeMsl HaOIroaeTcs yBenn4eHne pesucteHTHocT mramas H.pylori x
aHTHOAKTEpHAIBbHON TEpalMK €CTh YBEIIMUCHHE OaKTepHaIbHON YCTOWIMBOCTH K aHTHOAKTepHabHOM Teparuu. HoBbIi
OaKTepUaNoruuecKuii MeTo THarHocTHKU MHpekuun H.pylori Ha3piBaeMbIil KyJBTHBUPOBAHUEM B MUKPOKAITMISPE SIB-
JSIeTCS NMPEIIIOYTUTENIBHBIM H3-32 €r0 BBICOKOH JMAarHOCTHYECKOM YYBCTBHTENIBHOCTH IO CPABHEHHIO C NPYTUMHU HH-
Ba3MBHBIMH TecTaMH. Llenplo maHHOW pa®oTHI SBJISAETCS aHAIN3 COBPEMEHHBIX JNaHHBIX 00 MHBAa3MBHOH NHAarHOCTHKE
nHbekmu H. pylori, B ocobeHoCcTH OaKkTepHaIOTHIECKHX METOIOB MccienoBaHus mramMmmoB H.pylori ¢ onpenenernem
YyCTBUTEIBHOCTH K Pa3IMYHBIM aHTHOAKTEpHAIbHBIM IIpenaparaM. JTa TeMa IpecTaBisieT HHTepec Il MEAUINHCKOH

0O0IIIECTBEHHOCTH B CBETE MOBHIIICHHE PE3UCTEHTHOCTH K aHTHOAKTEpHAIbHON Teparyy.
KoaioueBble ci1oBa: nHBa3uBHbIE METObI AuarHocTuku uHpekuuu H.pylori, kiaccuueckuii Gakrepuanornyeckuit

METO, KYJIbTUBUPOBAHNE B MUKPOKAIIHUJIIAPE

Introducere

Infectia cu H. pylori este o infectie bacteriana
comuna care a fost recunoscuta de Organizatia Mon-
diala a Sanatatii drept una dintre cele mai frecvente
si majore infectii bacteriene dobandite ale sistemului
digestiv uman. Helicobacter pylori este o bacterie he-
licoidala gram negativa ce se gaseste iIn mod obisnuit
la nivelul epiteliului gastric. Denumirea ei provine de
la forma de helix, care se pare ca este responsabila de
adaptabilitatea si infectabilitatea in mediul puternic
acid de la nivelul stomacului. Infectia cu H. pylori
este prezentd la 90-95 % din pacienti cu ulcer peptic
duodenal si la 70% de pacienti cu ulcer gastric. Prin
urmare, infectia cu H. pylori este cauza principala al
ulcerului peptic. In plus, este un factor de risc pen-
tru limfomul gastric de tip MALT (mucosa-associ-
ated lymphoid tisue) si adenocarcinomul gastric (in
majoritate noncardiale) [1]. Reviurile sistemice si
meta-analizele recente au aratat ca unele patologii
extragastrice sunt asociate cu infectia H. pylori, cum
ar fi anemia fierodeficitara, purpura trombocitopeni-
ca, deficitul de vitamina B12 idiopatica si cardiopa-
tia ischemica [2]. Foarte des, infectia se produce in
copildrie si persistd pe tot parcursul vietii, daca nu
este tratatd. Transmiterea tipicd se face pe cale fe-
cal-orala sau oro-orala. Nu toate persoanele infectate
cu H.pylori dezvolta patologii clinic exprimate, moti-
vele acestei variatii pot fi patogenitatea bacteriana si
susceptibilitatea gazdei.

Patogenia H. pylori include urmatoarele: (i) colo-
nizarea bacteriand al epiteliului gastric; (ii) factori de
virulenta bacteriand, inclusiv citotoxina asociatd cu
gena A (CagA), Cag L si sistemul de secretie de tip [V
(T4SS), citotoxina vacuolizanta A (VacA) si tulpini
de insule patogene CAG (PAI) (asociate cu un ras-
puns inflamator crescut); (iii) modificarea factorilor
de virulentd in functie de mediu; (iv) diversitatea ge-
neticd specifica virulentei; (v) factorii gazda implicati
in patogeneza, incluzand autofagia, raspunsurile de
oxidare si antioxidare, apoptoza si modificarile epi-
genetice [3-6]; (vi) colonizarea cu H. pylori a cavitatii
bucale, care se coreleazd In mod semnificativ cu bo-

lile gastroesofagiene si ar putea provoca re-infectarea
si diminuarea ratelor de eradicare a bolii [7].

Diagnosticul infectiei cu H. pylori este in general
realizat utilizand atat metode invazive, cit si metode
neinvazive. Printre metodele invazive se numara tes-
tul rapid la ureaza, examinarea histologica a biopsii-
lor gastrice si examen bacteriologic pentru obtinerea
culturii H.pylori si sensibilitatii la antibiotice. Proce-
durile non-invazive includ testul respirator cu ureaza
marcati, detectarea anticorpilor pentru H.pylori in ser
si examinarea antigenelor pentru H.pylori din materii
fecale (tab. 1). Scopul acestei lucrari este analiza da-
telor contemporane privind diagnosticul prin metode
invazive a infectiei H. pylori si In special examenul
bacteriologic cu aprecierea sensibilitatii tulpinilor H.
pylori cultivate la diferite antibiotice, ce reprezintd un
interes pentru societatea medicald in contextul creste-
rii rezistentei la tratamentele antibacteriene.

Metodele invazive de diagnostic a infectiei
H.pylori. Testul rapid la ureaza. Testul rapid la urea-
za sau CLO test — este un test calitativ ce se poate efec-
tua din proba de biopsie obtinutd in urma endoscopiei
digestive superioare (EDS) la pacientii suspectati cu
infectie cu H.pylori (fig. 1). Testul poate fi facut langa
pacient imediat dupa recoltarea biopsiei sau la labora-
tor. Principiul de functionare a testului se bazeaza pe
schimbarea culorii discului indicator dupa ce specime-
nul de biopsie a fost plasat pe suprafata sa. In cazul in
care exista activitate de ureaza in specimenul de bio-
psie, o patad coloratd in nuanta de albastru va aparea
pe suprafata discului indicator. Examinarea histopato-
logica la microscop a fragmentelor de mucoasa gastri-
ca prelevate prin biopsie la EDS reprezinta metoda de
electie pentru diagnostic. Acest test poate fi fals-nega-
tiv la pacientii care sunt in curs de tratament cu inhi-
bitori de pompa de protoni (omeprazol, lansoprazol,
etc); de aceea nainte de efectuarea testarii este indicata
anularea tratamentului cu antibiotice (inclusiv compusi
cu bismut) cu o luna inainte, a citoprotectoarelor cu
0 saptamana nainte, iar a blocantilor H2 (ranitidina,
famotidina) si a inhibitorilor pompei de protoni cu 24
ore Tnainte de efectuarea EDS (19).
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Tabelul 1
Metodele diagnostice a infectiei H.pylori (adoptat Rana R si colab. (8))
Teste Sensibilitatea | Specificitatea Pre- Post- Avantaje Limite
tratament | tratament
Metode non invazive
13 C-UBT 95-100% 90-100% Da Da Disponibil, Necesitatea
sigur, rapid echipamentului
special
14 C- UBT 92% 100% Da Da Poate prezenta risc
in sarcind
Antingen pentru 90-95% 90-95% Da Da Simplu, sigur, | Complianta joasa
H.pylori In mase rapid
fecale
Anticorpi anti H. 85% 80% Da Nu Disponibil, Pozitiv dupa
pylori IgG simplu eradicare
Metode invazive
Testul rapid la ureaza |90-95% 91-100% Da Da Simplu, rapid |Incarcare
bacteriand inalta
Examenul 90-100% 93-99% Da Da Sensibil, Consuma timp
histopatologic diagnostic
secundar
Imunohistochimia 90-100% 93-99% Da Da Sensibilitate | Costisitor, utilitate
excelenta limitata
Cultura Helicobacter |96% (MCM) |80% (MCM) |Nu Da Descrie Disponibilitate
pylori si sensibilitatea | 54% (CC) 100% (CC) sensibilitatea | limitata,
la antibiotice |complianta joasa
PCR 97% 91% Da Da Rapid, Costisitor,
sensibilitatea | disponibilitate
la antibiotice | limitata

13/14 C-UBT - test respirator la ureaza cu uree marcata cu carbon 13/14 (carbon urease breath test); PCR — reactie de polimerizare
in lant; IgG — imunoglobulina G; MCM - Metoda de cultivare microcapilara a H.pylori; CC - Metoda clasica de cultura a H.pylori

-ty

Fig. 1. Testul rapid la ureaza

Examenul histopatologic. Acesta presupune
examinarea microscopicd de catre medicul anato-
mo-patolog a probelor tisulare prelevate in timpul
interventiilor chirurgicale si microchirurgicale. Eta-
pele principale ale examindrii se succed in ordinea
urmatoare: examinare macroscopicad/esantionare;
histoprocesare (fixare in formol, includere la parafi-
nd, sectionare blocuri de parafind, colorare standard
hematoxilina-eozind/H&E); examinare microscopica
lame colorate H&E; elaborare/redactare rezultat his-
topatologic final sau, dupa caz, rezultat histopatologic
partial, in conjunctie cu informatii medicale relevante
(clinice, imagistice, biochimice) solicitate la receptia

probei/probelor (fig. 2). Examenul histopatologic cla-
sic poate fi urmat de teste complementare (coloratii
speciale, teste imunohistochimice, test de hibridizare
in situ) in functie de caz. Timpul de eliberare al rezul-
tatului (raport patologic) este in majoritatea cazurilor
de minimum 5 zile lucrdtoare de la receptia probei/
lor in Laboratorul Central. in functie de complexita-
tea cazului, timpul de eliberare al rezultatului poate
ajunge la 10 zile lucratoare de la receptia probei/lor
in laborator.
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Fig. 2. Examen histopatologic a bioptatului gastric
cu prezenta H.pylori
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Tehnica PCR. Pentru izolarea ADN-ului s-au co-
lectat colonii transparente (1-2 mm in diametru) in
eprubete Eppendorf de 1,5 ml continand 1 ml PBS
(solutie salind tamponaté cu fosfat). Eprubetele sunt
centrifugate la 3000 g timp de 15 min. Extractia ADN
se realizeaza cu un kit de preparare a sablonului PCR
de mare puritate, conform instructiunilor producato-
rului. Se amplifica intr-un ciclor termal T100 primerii
apartinand regiunii 110 bp a regiunii 16stNA de H.
pylori — Hpl (inainte; 5’CTG GAG AGA CTA AGC
CCT CC3’) si Hp2 (Revers; 5" ATT ACT GAC GCT
GAT TGT GC3’) (20). Continutul PCR se prepara
cu un kit PCR Master Mix conform instructiunilor
producitorului. Intr-un total de 50 pL de volum de
reactie, se utilizeaza 25 pl. de amestec PCR Master
Mix, 3 pL primer de inainte, 3 pL primer revers, 5 uL.
ADN izolat si 14 pL apa de calitate PCR. Procesul de
reactie al protocolului de amplificare este de un ciclu
la 95°C timp de 3 minute, 38 cicluri la 60°C timp de 1
min, la 95°C timp de 30 s si un ciclu la 72°C timp de 3
minute. Pentru electroforeza se prepara gel de agaro-
za 2% cu 0,6 g agaroza, 2 pL bromura de etidiu si 30
ml tampon TAE (40 mmol/L Tris-acetat, 1 mmol/L
EDTA, pH 8,0). Se introduce 1 pL 6 x colorant de
incircare si 5 uL de amplimer in fiecare godeu. In
plus, se adauga in godeul corespunzator 1 ul. ADN
de 100 bp. Apoi, gelul este supus timp de 20 minute
la 55 mA si 110 V. Benzile sunt vizualizate intr-un gel
de monitorizare UV Doc EZ System. Benzile similare
cu banda de 110 bp cu control pozitiv sunt acceptate
ca fiind pozitive.

Cultura Helicobacter pylori. Desi cultura H.
pylori n-ar trebui considerata ca o procedura de rutina
in diagnosticul initial, In multe laboratoare de bacteri-
ologie izolarea H. pylori prin cultura probelor de bio-
psie este o abordare de rutind a celei de-a doua linii de
tratament [9,10]. In ultimii ani, utilizarea tehnicii de
cultura ca instrument de diagnostic a fost abandonata
in favoarea metodelor neinvazive, sensibile si rapide.
Aceasta tranzitie a aparut din cauza dificultatilor pro-
ceselor de cultivare a acestui agent patogen, in special
consumul excesiv de timp pentru procedura clasica
de obtinerea culturii si lipsa competentelor profesio-
nale al microbiologului. Cu toate acestea, se observa
o crestere a rezistentei bacteriene la tratament anti-
bacterian. Prin urmare, tehnica de culturd se dove-
deste utila ca o metoda de diagnosticare care ofera
informatii privind profilul de susceptibilitate la anti-
biotice si joacd un rol important in tratamentul empi-
ric cu antibiotice si gestionarea cazurilor refractare la
tatament. Profilul de susceptibilitate poate fi obtinut
numai dupa cultivarea H. pylori.

Datorita caracterului exigent al acestei bacterii,
aceastd metoda ramane totusi o provocare. Aceastd

tehnicd, desi este foarte specificd, nu este la fel de
sensibila ca si alte teste, cum ar fi histologia si testul
rapid de ureaza. La fel ca si In scopuri de cercetare
stiintifica, H. pylori viu cultivat este utilizat pentru
abordari diagnostice si pentru detectarea rezistentei
la antibiotice, in caz de esec al tratamentului [11]. H.
pylori necesita o atmosfera microaerofila (5% pana
la 10% oxigen, 5% pana la 12% dioxid de carbon si
80% -90% azot cu umiditate) si un mediu de cultura
complex. Cel mai frecvent utilizat mediu contine Bru-
cella, Columbia Wilkins-Chalgren, infuzie creier-ini-
ma sau agar tripticaza, suplimentat cu sange de ovine
sau cai [12]. Deoarece izolarea acestui microaerofil
din specimene de biopsie gastrica dureaza mult timp
(pana la 5-7 zile), pentru a depasi problema cresterii
altor concurenti care existd in proba, mediul de cultu-
ra este suplimentat cu antibiotice specifice.

Desi H. pylori ar putea fi cultivat din mase fecale
[13,14], prezenta si cresterea altor numeroase bacterii
si in special microorganismelor fenotipice similare cu
H. pylori, obligé utilizarea ulterioard a altor metode
pentru diferentierea coloniilor. In plus, este posibil ca
bacteria sa intre intr-o forma viabila care nu poate fi
cultivatd (forma cocoida), ceea ce duce la rezultate
fals negative [15,16]. H. pylori se transforma in for-
ma cocoida in anumite conditii, cum ar fi insuficienta
de substante nutritive si mediile care contin inhibitori
de crestere (bismut, inhibitori al pompei de protoni,
sau anumite antibiotice). Aceastd forma cocoida este
cunoscuta pentru capacitatea sa de a supravietui timp
de mai multi ani in apa de rau, reprezentand un factor
important in transmiterea prin excretiile fecale si ex-
plicand esecul terapiei.

La momentul actual sunt cunoscute doud metode
de cultivare a H.pylori: cea clasica si metoda de culti-
vare microcapilara.

Metoda clasica de cultura a H.pylori. Biopsiile
se introduc 1n eprubete ce contin 500 pL bulion Bru-
cella (Biolife) cu 20% glucoza, care apoi sunt omo-
genizate cu o baghetd de sticld, intr-o hota cu flux
laminar. Trei sau patru fragmente din aceastd proba
omogenizatd sunt inoculate intr-un mediu selectiv
(Becton Dickinson, Helicobacter Agar, Modified)
specific pentru izolarea H. pylori si care contine agar-
agar Columbia, 10% sange de cal defibrinat, 10 mg/L
vancomicind, 10 mg/L amfotericind B, 5 mg/L cefsu-
lodin, si 5 mg/1 trimethroprim si se incubeaza la 37°C.
Atmosfera microaerofila este asiguratd de CampyGen
(BD GasPack). Dupa o perioada de incubatie de 72 h,
morfologia coloniei de bacterii si caracteristicile lor
Gram colorare sunt studiate. Coloniile apar convexe,
semitransparente, cu diametrul de 1-2 mm, cele cu ac-
tivitatea pozitiva la catalaza, ureaza si oxidaza, fiind
desemnate ca H. pylori [17,18].
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Metoda clasica de culturd are o sensibilitate mai
mica de 65% comparativ cu cea mai recentd metoda
de cultivare microcapilara, care are o sensibilitate si o
specificitate de 96% si, respectiv, 80%. Aceastd noud
metoda de cultivare a H. pylori prin cultivare micro-
capilara (microculturd) este avantajoasa datorita sen-
testele de culturad clasica, examinare histopatologica
si testarea rapida la ureazd. Metoda in sine produce
conditii microaerofilice care elimina necesitatea unui
kit ce asigura mediul microaerofil.

Metoda de cultivare microcapilard a H.pylori
(microcultura). Tuburi microcapilare (ISOLAB)
sunt puse intr-o solutie de cromat de potasiu timp de
1 h, apoi se clatesc cu apa pura. Ele sunt sterilizate n-
tr-un cuptor Pasteur la 180°C timp de 1 ora. Biopsiile
transportate in gheata uscata, in eprubete continand
500 pL bulion Brucella (Biolife) cu 20% glucoza,
sunt omogenizate cu o bagheta de sticld intr-o hota cu
flux laminar. In fiecare tub microcapilar sunt transfe-
rate 60 uL din proba omogenizata, iar capetele tubu-
rilor sunt inchise cu silicon steril. Tuburile microca-
pilare sunt incubate la temperatura de 37°C timp de
48 h, fara utilizarea kiturilor ce asigura atmosfera cu
CO2. Dupa perioada de incubare, capetele tuburilor
capilare sunt sparte intr-un flux laminar, in conditii
sterile, iar continutul se transfera intr-un anumit agar
selectiv gata de utilizare pentru izolarea H. pylori
(Becton Dickinson, Helicobacter Agar, modificata) si
continand agar Columbia, 10% sange de cal defibri-
nat, 10 mg/L vancomicind, 10 mg/L amfotericina B,
5 mg/L cefsulodin, si 5 mg/L trimethroprim. Mediile
sunt incubate la 37°C intr-o atmosferd microaerofila

asiguratd de CampyGen. Dupa perioada de incubatie
coloniile apar convexe, semitransparente, cu diame-
trul de 1-2 mm, cele cu activitatea pozitiva la catala-
74, ureaza si oxidaza, fiind desemnate ca H. pylori.

Concluzie. In ciuda numeroaselor proiecte de
cercetare academica si abordari comerciale, lipseste
totusi o metoda standard aplicabild in mod uniform,
in special pentru populatiile in dezvoltare. Acest lu-
cru, Impreuna cu incidenta ridicata a infectiei la nivel
mondial si nevoia crescanda de tratament individuali-
zat al acestei infectii, demonstreaza necesitatea apari-
tiei unor metode de diagnosticare performante pentru
H. pylori.
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