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Primarna odpornost bakterije

Helicobacter pylori

Primary resistance of Helicobacter pylori

Samo Jeverica,* Bojan Tepes,? Alojz Ihan,* Miha Skvar¢*

Izvlecek

Izhodisc¢a: Odpornost bakterije Helicobacter
pylori proti antibiotikom, posebej metronida-
zolu in klaritromicinu, je eden izmed glavnih
vzrokov neuspesnosti zacetnega eradikacij-
skega zdravljenja. Uspesnost zdravljenja je v
vecini drzav nizja od 80 %, tako je tudi v Slo-
veniji. S Studijo smo Zeleli izmeriti primarno
odpornost proti tar¢nim antibiotikom, ki jih
uporabljamo za zdravljenje okuzbe.

Metode: Med letoma 2007 in 2009 smo osa-
mili 97 zaporednih izolatov pri nezdravljenih
bolnikih. Fenotipsko smo dolo¢ili obcutlji-
vost na tipi¢ne antibiotike z uporabo Etestov
in mejne agar dilucijske metode. Rezultate
smo prikazali z delezem odpornosti in s po-
mocjo porazdelitve profilov odpornosti po-
sameznih fenotipov bakterije.

Rezultati: V nasi skupini izolatov smo ugo-
tovili 18,6-odstotno odpornost proti metro-
nidazolu in 175-odstotno odpornost proti
klaritromicinu. Ugotovili smo, da je kom-
binirana odpornost proti metronidazolu in
klaritromicinu 4,1 %. Odpornosti proti amo-
ksicilinu in tetraciklinu nismo zaznali. Od-
pornost proti ciprofloksacinu znasa 3,1 %.

Zakljucki: Menimo, da je potrebno sistema-
ticno spremljati primarno odpornost bak-
terije Helicobacter pylori, saj bomo le tako
lahko uspe$no prilagajali nasa priporocila
glede zacCetnega eradikacijskega zdravljenja.
Potrebno je zagotoviti ustrezne vire, da bo
takSno spremljanje mogoce.
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Abstract

Background: Antimicrobial resistance, par-
ticularly against metronidazole and clar-
ithromycin, is the leading cause for treat-
ment failure of Helicobacter pylori infection.
Eradication rates of primary therapy have
fallen below 80% in the majority of states in-
cluding Slovenia. The aim of the study was
to assess primary resistance to key antibiotics
used for eradication treatment.

Patients and methods: Between 2007 and
2009 we isolated 97 strains of Helicobacter
pylori from the treatment naive patients who
have not previously underwent eradication
treatment. Antimicrobial susceptibility test-
ing was done using phenotypical methods,
Etests and breakpoint agar dilution method
for metronidazole. We analyzed resistance
profiles of the isolated bacteria and presented
distribution of different phenotypes of Heli-
cobacter pylori.

Results: The primary antimicrobial resis-
tance for metronidazole and clarithromycin
was 18.6% and 17.5%, respectively. Combined
resistance for both metronidazole and clar-
ithromycin was 4.1%. In our group of isolates
we did not find any resistance against amoxi-
cillin and tetracycline. 3.1% of isolates were
ciprofloxacin resistant.

Conclusions: Systematic surveillance of an-
timicrobial resistance of Helicobacter pylori is
mandatory to adjust primary and subsequent
eradication therapy. Performing antimicro-
bial susceptibility testing is a costly method
and that is why it is important to find re-
sources to make it possible.
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Uvod

Okuzbe z bakterijo Helicobacter pylori (H.
pylori) v marsi¢em ne obravnavamo kot obi-
¢ajno bakterijsko okuzbo. Za obicajne bak-
terijske okuzbe velja, da njihovo zdravljenje
temelji na rezultatih protimikrobne obcutlji-
vosti. V zacetni fazi bolezni zdravimo izku-
stveno, na podlagi zbirnih antibiogramov, v
kasnejsi fazi bolezni pa usmerjeno, na pod-
lagi specificnega antibiograma za bolnikov
izolat. Zacetno zdravljenje tako temelji na
¢im vedji verjetnosti, da bomo z izbranim
antibiotikom pokrili najverjetnejsega pov-
zroditelja okuzbe. Kadar nismo uspes$ni z iz-
branim izkustvenim zdravljenjem, antibiotik
prilagodimo glede na rezultate specificnega
antibiograma. Stopnja odpornosti, ki antibi-
otik najveckrat izkljuci iz priporocil za izku-
stveno zdravljenje, je v vecini primerov po-
stavljena na 10 %.

V primeru okuzbe z bakterijo H. pylori
antibioti¢no zdravljenje temelji na uspe$no-
sti posameznih antibioti¢nih shem, ki so bile
preizkusene v razli¢nih klini¢nih poskusih in
vec¢inoma temeljijo tudi na zbirnih podatkih
o obcutljivosti bakterije. Le izjemoma pred
zacetnim zdravljenjem opravimo kulturo in
antibiogram ter temu prilagodimo zacetno
zdravljenje. Priporo¢ene sheme zacetnega
zdravljenja so v zgodnjem obdobju zdravlje-
nja okuzbe dosegale visoko stopnjo uspes$no-
sti, vsaj 90 %. Uspesnost zdravljenja je danes
ve¢inoma niZja od 80 %."* Tritirna shema, ki
vklju¢uje zaviralec protonske ¢rpalke (ZPC)
in amoksicilin v kombinaciji s klaritromici-
nom ali metronidazolom, je ob predpostav-
ki, da primarna odpornost bakterije H. pylori
proti klaritromicinu in metronidazolu ni vis-
ja od 15-20 % in 40 %, $e vedno priporoc¢ena
shema v veljavnih priporocilih Maastricht
I11.> Uspe$nost omenjene tritirne sheme da-
nes v vecini drzav ne presega uspesnosti, ki bi
bila ve¢ja od 80 %' in je v nekaterih $tudijah
nizja od 60 %.” Vzrok padanja uspe$nosti iz-
koreninjenja bakterije najveckrat razlagamo
z vse vecjo stopnjo odpornosti bakterije H.
pylori proti antibiotikom, predvsem proti
klaritromicinu in metronidazolu,'™ ki spa-
data skupaj z amoksicilinom med tri klju¢ne
antibiotike za uspesno zdravljenje te okuzbe.

Ceprav je okuzba z bakterijo Helicobacter
pylori v razvitem svetu vse redkejsa, njen po-
men v etiologiji kroni¢nega gastritisa, ulku-
sne bolezni Zelodca in vecine primerov raka
zelodca ostaja nesporen.* V Sloveniji smo v
zadnjih petnajstih letih opazili prepolovitev
prevalence okuzbe, ki po nekaterih podatkih
v povpredju znasa dobrih 25 %, v populaci-
ji starejsih od 60 let pa dobrih 50 %.> Kljub
omejenim indikacijam za zdravljenje in vse
redkejsi okuzbi s to bakterijo, pa Se vedno
veliko ljudi tudi v danasnjem ¢asu potrebu-
je antibioti¢no zdravljenje. Ocenjujejo, da je
tak$nih bolnikov priblizno 20 %.® Kakr$no
koli zdravljenje pa mora temeljiti na prever-
jenih podatkih o stopnji odpornosti bakterije
H. pylori in uspesnosti eradikacijskega zdra-
vljenja.

Metode

V obdobju med letoma 2007 in 2009 smo
vsem bolnikom, pri katerih je bila indicirana
gastroskopija v okviru rutinske diagnostike,
odvzeli biopsijo zelod¢ne sluznice za kulturo
in dolo¢itev obcutljivosti. Biopte smo vlo-
zili v transportno gojis¢e Portagerm pylori
(Biomerieux, Francija) in ga z obicajno po-
§to poslali na Institut za mikrobiologijo in
imunologijo MF Ljubljana. Za kulturo smo
eno selektivno in eno neselektivno. Kulturo
smo inkubirali dvakrat 72 ur v mikroaerofil-
ni atmosferi na 35°C. V primeru pozitivne
kulture smo dolo¢ili obcutljivost bakterije
proti petim antibiotikom: amoksicilinu, ci-
profloksacinu, klaritromicinu, metronidazo-
lu in tetraciklinu. Obcutljivost smo izvedli z
Etesti (Biomerieux, Francija) na agarju Mu-
eller Hinton z dodano 5-odstotno staro ov¢jo
krvjo. Rezultate smo interpretirali v skladu s
CLSI standardi Mi1oo-S19 za klaritromicin,
ki postavlja mejo za odpornost na >1pg/
mL. Amoksicilin, metronidazol in tetraciklin
smo interpretirali po navodilih proizvajalca z
mejnimi vrednostmi za odpornost >4, 216 in
216 ug/mL. Za ciprofloksacin smo upostevali
mejno vrednost za odpornost >1 pg/mL. Ob-
Cutljivost proti metronidazolu smo dodatno
preverjali z mejno agar dilucijsko metodo z
vsebnostjo metronidazola 8 pg/mL. V prime-
ru ponovljivega neujemanja rezultata za me-
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Tabela1: Primarna in sekundarna odpornost bakterije H. pylori med letoma 2007 in 2009

Antibiotik

N

o [
cpononscn [
wartromicn [
e -
s [

Primarna odpornost

%R % R95 % |.Z. N

0 0.0-4.7 372
31 0.1-6.5 371
175 9.9-251 369
18.6 10.8-26.3 370
0 0.0-4.7 370

R odporen, 95 % 1.Z. 95-odstotni interval zaupanja

tronidazol med obema metodama smo upo-
Stevali vrednost agar dilucijske metode. Seve
smo po koncanem testiranju shranili na -8o
°C za morebitna dodatna testiranja. Zbirne
rezultate odpornosti na testirane antibioti-
ke in analizo fenotipov izoliranih sevov smo
naredili s pomocjo ra¢unalniskega programa
WHONET 5.4.

Raziskavo je odobrila Republiska komisi-
ja za medicinsko etiko.

Rezultati

V nasi skupini 97 izolatov opazamo po-
polno obcutljivost bakterije Helicobacter
pylori na amoksicilin in tetraciklin. V testi-
ranem obdobju nismo osamili niti enega izo-
lata, ki bi bil na katerega od njiju odporen.
Odpornost na klaritromicin in metronidazol
znasa 18,6 % in 17,5 %. Ko smo v nasi skupini
izolatov analizirali porazdeljenost odporno-
sti proti klaritromicinu in metronidazolu,
smo ugotovili, da sta pri primarnih izolatih
najveckrat porazdeljeni loceno. Izolati so bili
ve¢inoma odporni samo na metronidazol ali
samo na klaritromicin. Kombinirana odpor-
nost proti metronidazolu in klaritromicinu
je bila prisotna pri 4,1 % primarnih izolatov.
To po drugi strani pomeni, da je bil delez izo-
latov, ki so bili odporni proti najmanj enemu
izmed klju¢nih antibiotikov, 32 %.

Za primerjavo smo izrac¢unali odpornost
372 sevov bakterije H. pylori, ki smo jih v is-
tem obdobju osamili v nasem laboratoriju
in za katere smo ob pregledu spremne do-
kumentacije nedvoumno ugotovili, da gre
za seve po enkratnem ali veckratnem neu-
spelem poskusu eradikacijskega zdravlje-
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Sekundarna odpornost

%R % R95% |.Z.
0 0-13

13.7 10.2-17.9
90.8 88.0-93.6
86.5 83.0-90.0

0 0-13

nja. Tudi ti sevi so bili popolno obcutljivi
na amoksicilin in tetraciklin, odpornost na
metronidazol, klaritromicin in ciprofloksa-
cin pa je bila bistveno visja od tiste pri pri-
marnih izolatih in je znasala 86,5 %, 90,8 %
in 13,7%. To z drugimi besedami pomeni,
da je po enkratni ali veckratnem neuspelem
eradikacijskem zdravljenju vecina izolatov
odpornih na oba klju¢na antibiotika in da
je sekundarna odpornost bakterije H. pylori
proti fluorokinolonom ob¢utna.

Razpravljanje

Zdravljenje okuzbe z bakterijo H. pylori
je v zadnjih letih vse manj ucinkovito. Glav-
ni razlog za to je porast odpornosti bakterije
proti klju¢nima antibiotikoma, ki se upora-
bljata v razlicnih shemah za eradikacijsko
zdravljenje, to sta: klaritromicin in metro-
nidazol.”” Zadnja priporoéila evropskega
zdruzenja za raziskave bakterije Helicobacter
pylori “Maastricht III” ugotavljajo potrebo
po rednem spremljanju odpornosti te bak-
terije proti antibiotikom in postavljajo mejo
odpornosti, ko je zaradi neucinkovitosti po-
trebno razmisljati o drugac¢nih shemah za-
¢etnega zdravljenje za klaritromicin 15-20 %
in metronidazol 40 %.> V Sloveniji nimamo
tradicije rednega letnega spremljanja odpor-
nosti bakterije H. pylori proti antibiotikom.
Leta 1996 pri izolatih nezdravljenih bolnikov
v Sloveniji nismo zaznali odpornosti proti
metronidazolu, odpornost proti klaritromi-
cinu pa je bila nizka.®* V podatkih multicen-
tricne evropske $tudije 18 centrov o primarni
odpornosti helikobaktra iz leta 1998 ugo-
tavljamo povprecno stopnjo odpornosti za
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Tabela 2: Profili odpornosti med primarnimi izolati

Profil Odporni
S 0 66 68.0

R lali2 31
Met R 1 14
Kla R 1 13
MetR/Kla R 2 4

58.8-77.2
32.0 228-412
144 74-214
13.4 6.6 —20-2
4.2 03-81

R odporen, S obcutljiv, Met metronidazol, Kla klaritromicin

metronidazol 33 % in za klaritromicin 9,9 %.
Odpornost je bila v povprecju nizja v sever-
no evropskih drzavah in vi$ja na jugu Evro-
pe.” Kasnejsi podatki o primarni odpornosti
kazejo podobne trende in stopnje odporno-
sti, kot jih je kazala omenjena multicentric-
na $tudija, vendar njihova primerjava zaradi
razli¢nih metodologij ni v celoti mozna.?

Z naso $tudijo smo Zeleli narediti zametke
rednega in sistemati¢nega spremljanja odpor-
nosti bakterije H. pylori v Sloveniji. Ugotovili
smo stopnjo odpornosti proti metronidazo-
lu 18,6 % in proti klaritromicinu 17,5 %. Ce
rezultate primerjamo s tistimi iz leta 1996,
opazamo visok porast odpornosti te bakteri-
je proti obema antibiotikoma. Taksen porast
si lahko razlagamo na ve¢ nacinov. Bodisi sta
bili skupini neprimerljivi in je porast zgolj
navidezen. Verjetnejsa pa je razlaga, da po-
rast odpornosti sovpada z vse ve¢jo uporabo
makrolidnih antibiotikov in metronidazola
v tem obdobju. Poraba makrolidov v Slove-
niji se je med letoma 1995 in 1999 zvisala z
2,20 DDD/1000 prebivalcev/dan (DDD defi-
nirani dnevni odmerek) na 3,82 DDD/1000
prebivalcev/dan. V kasnejsih letih smo uspeli
porabo makrolidov nekoliko zamejiti. V letu
2006 je poraba omenjene skupine antibio-
tikov padla na 2,30 DDD/1000 prebivalcev/
dan. Odpornost bakterije H. pylori proti ma-
krolidom je navzkrizna, zato lahko tudi upo-
raba katerega koli makrolidnega antibiotika
v preteklosti prispeva k nastanku odpornosti

te bakterije.? Podatki o so¢asni porabi metro-
nidazola v Sloveniji nam niso znani.'’

Rezultati profilov odpornosti kazejo, da
je v nasi skupini kombinirana primarna od-
pornost proti metronidazolu in klaritromici-
nu majhna in znasa 4,1 %, kar je primerljivo
s podatki za vzhodno Evropo pred priblizno
desetimi leti, kjer so se vrednosti gibale med
4-6 %. To pomeni, da je bilo sevov, ki so bili
odporni vsaj na enega izmed dveh antibioti-
kov, veliko - 32 %. Zavedati se moramo, da je
za uspesno eradikacijsko zdravljenje kriti¢na
predvsem ta dvojna odpornost. Vemo na-
mre¢, da je zdravljenje bistveno uspesnejse,
kadar uporabljamo najmanj dva aktivna an-
tibiotika. Tako bi ob hipoteti¢ni uporabi she-
me klaritromicin + metronidazol + ZPC pri
slabi tretjini bolnikov uporabili nezadostno
antibioti¢no zdravljenje. Pri 27,8 % bolnikih
to pomeni uporabo monoterapije, pri 4,1%
bolnikov pa uporabo dveh neucinkovitih an-
tibiotikov.

V pric¢ujo¢i $tudiji so nas preseneti-
li predvsem podatki o sekundarni odpor-
nosti bakterije H. pylori, izolirane v istem
obdobju na Institutu za mikrobiologijo in
imunologijo, za katere smo imeli nedvou-
mne podatke, da gre za seve po enkratnem
ali veckratnem neuspesnem eradikacijskem
zdravljenju. Sekundarni odpornosti za me-
tronidazol in klaritromicin znaSata 86,5 %
in 90,8 %. Tako visoke stopnje sicer opisuje-
jo v posameznih $tudijah, a so prej redkost
kot pravilo.»® Sekundarna odpornost je od-
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Tabela 3: Osnovni demografski podatki
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_ Primarna odpornost Sekundarna odpornost

Stevilo bolnikov 97

Moski (M) 39 (40 %)
Zenske (2) 58 (60 %)
Starost 52 let (11-78)

visna tako od koli¢ine antibiotikov kot tudi
od kombinacije antibiotikov v uporabljenih
shemah zdravljenja. V nasem primeru tako
visoko stopnjo sekundarne odpornosti lahko
razlozimo z vkljucitvenim biasom. Lahko so
v nasi skupini izolatov prevladovali izolati po
veckratnem neuspesnem zdravljenju. Testi-
ranje odpornosti je po trenutnih priporocilih
v Sloveniji priporoc¢eno $ele po veckratnem
neuspe$nem zdravljenju.’® Zato je povsem
logi¢no, da so v nasi skupini prevladovali ti
izolati. Dopu$¢amo pa moznost, da je nekaj
odstotkov odpornosti doprinesel zacetni iz-
bor antibiotikov. Kadar namre¢ uporabimo
nezadostno zacetno antibioti¢no zdravljenje,
je poleg stranskih uc¢inkov zdravil edini resni
ucinek zdravljenja samo nastanek odporno-
sti proti do takrat Se u¢inkovitemu antibioti-
ku v shemi. Tako lahko kaj kmalu ostanemo
brez ucinkovitega antibiotika, s katerim bi v
pravi kombinaciji lahko ozdravili bakterijo.
Slednje Se posebej velja za hipoteti¢ni primer
zacetnega zdravljenja s klaritromicinom,
metronidazolom in ZPC.

Omejitev nase $tudije je majhno Stevi-
lo sevov, zaradi cesar je interval zaupanja
odpornosti velik. V studiji smo ve¢ sevov
osamili pri Zenskah, pri ¢emer je znano, da
je odpornost proti metronidazolu pri Zen-
skah vedja kot pri moskih zaradi uporabe
metronidazola pri nekaterih ginekoloskih
boleznih.” Prav tako je lahko problemati¢na
zasnova $tudije, ki omogoca dolocen vklju-
Citveni bias. Konc¢no pa gre za unicentri¢no
$tudijo samo enega od gastroenteroloskih
centrov, ki se ukvarja tudi z zdravljenjem
okuzb z bakterijo H. pylori. Metodolosko bi
bila bolj$a multicentri¢na Studija z uravnote-
zeno razporeditvijo izolatov po celotni Slo-
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372
96 (35 %)
276 (65 %)

53 let (5-82)

veniji. Vsekakor bi tako pridobljene podat-
ke lazje enacili z odpornostjo na nacionalni
ravni.

Zakljucek

Najverjetneje smo pri izkoreninjenju bak-
terije H. pylori prisli do tocke, ko bo potreb-
no ponovno premisliti o obstojecih priporo-
¢ilih zdravljenja. Glede na vse vecjo stopnjo
odpornosti in dejstvo, da novih antibiotikov
za zdravljenje okuzbe s to bakterijo ni na
vidiku (prej obratno!), menimo, da je prav
spremljanje odpornosti bakterije in u¢inko-
vitosti zdravljenja ena izmed tistih tock, ki
jim moramo v prihodnosti nameniti vecjo
pozornost in ve¢ sredstev.
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