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Evaluation of a new rapid test for detection of Helicobacter pylori antigens in stool samples.

SUMMARY

Aim: This study was aimed at the evaluation of a newly developed immunochromatography (side migration: SM)
test for the detection of Helicobacter pylori antigen in stool specimens.As a comparative method, a classic immu-
noenzimatic method (EIA), based on the use of rabbit polyclonal antibodies to H.pylori was used.

Methods: The first step of the study was the determination of the analytic sensitivity of the new test by using
a calibrated serial suspension of H.pylori (strain CCUG 17874) (from |.I mg/ml to 0.001 mg/ml).The study pop-
ulation was composed by 30 patients suffering from dyspepsia and found positive by the EIA test. The same stool
specimens used for the EIA evaluation were examined also by new “SM” test.

Results: The overall analytical sensitivity of the SM test was 0.007 mg/ml. 27 out of the 30 EIA positive studied
patients were identified and confirmed as positive by the SM method.The agreement between the methods used
in this study was 90%.The 3 samples detected as negative by trhe SM test were again tested with another EIA
method (DAKO) and finally scored as positive.

Conclusion: The new SM rapid DYASET test could be used as a routine diagnostic tool in the microbiology lab-

oratory for the detection of H.pylori antigen in stools.

INTRODUZIONE

Helicobacter pylori ¢ un bacillo Gram negativo,
ricurvo a spirale, di lunghezza variabile tra i 2,5
ed i 5 pm e con un diametro di circa 0,5 um. Si
tratta un batterio aerobio-anaerobio facoltativo,
tendenzialmente microaerofilo, che ha fra 1 piu
salienti caratteri fenotipici quello di una peculiare
ed intensa attivita ureasica, che si deve alla pre-
senza di una proteina dotata di questa capacita
enzimatica legata al soma batterico. Nell’'uomo
I’infezione da H.pylori ¢ ritenuta essere la princi-
pale causa eziologica di gastrite cronica antrale di
tipo B, dovuta ad una colonizzazione batterica
cronica della mucosa gastrica e duodenale ( 2; 10,
12 ). In una notevole percentuale di soggetti ¢
stato osservato come l’infezione della mucosa
gastrica o duodenale possa essere seguita dall’in-
sorgenza di ulcera gastrica e di ulcera duodenale
(globalmente definite ulcera peptica): si ha cosi
I’insorgenza della malattia dispeptica.

E stato inoltre dimostrato come la presenza di
gastrite cronica e di ulcera peptica, da H.pylori,
possa aumentare il rischio di insorgenza di carci-
noma gastrico o di linfoma nei tessuti linfoidi
legati alla mucosa gastrica.

La eradicazione di H.pylori ¢ alla base del tratta-
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mento medico della patologia dispeptica. Di rego-
la le somministrazioni terapeutiche necessarie
all’eradicazione dell’infezione (con scomparsa
nel 100% dei casi delle ulcere duodenali e di oltre
1’80% delle ulcere gastriche) constano di una
tripla terapia, consistente di due antibiotici ed
inibitori della pompa protonica.

H.pylori sembra in grado di acquisire una antibi-
otico-resistenza ai macrolidi ed ai nitroimidazoli.
La presenza di H.pylori pud essere dimostrata
mediante numerosi metodi d’indagine: esame
microscopico di campioni bioptici di mucosa gas-
trica (metodica altamente invasiva) (5); breath test
(tramite somministrazione di pasto proteico conte-
nente C" o C" (I) e determinazione del contenuto
isotopico nell’aria espirata dal paziente: questo
metodo si basa sulla presenza dell’ureasi in
H.pylori, enzima che scinde 1’urea, di derivazione
proteica, in CO: (marcata) e acqua).

Un ruolo di notevole importanza ¢ stato assunto di
recente, nell’ambito della diagnosi di laboratorio
dell’infezione da H.pylori, dalla ricerca del batterio
nel materiale fecale del paziente. Questa indagine
si puo svolgere con metodi molecolari (PCR —
polymerase chian reaction: si tratta di una tecnica
complessa e costosa, conseguentemente riservata
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ad un ambito di ricerca) (8, 10) oppure, mediante
tecniche immunoenzimatiche o immunocro-
matografiche che sono in grado di identificare il
batterio e/o sue componenti antigeniche separate
nel materiale fecale. Queste ultime sono le tecniche
maggiormente utilizzate ed hanno ampia diffu-
sione diagnostica.

MATERIALI E METODI

Oggetto della presente valutazione ¢ stato un meto-
do immunocromatografico rapido per la ricerca
dell’antigene fecale di H.pylori (DYASET). Si trat-
ta una tecnica che impiega un dispositivo pre-con-
fezionato e sensibilizzato con anticorpi anti-
H.pylori altamente specifici, sia come fase di cat-
tura dell’antigene, sia come sistema di rivelazione
(coniugazione con oro colloidale).

E’ stata valutata la sensibilita analitica di questo
test mediante impiego di diluizioni scalari (da 1.1
mg/ml fino a 0.001 mg/ml) di una sospensione
calibrata di H.pylori (ceppo CCUG 17874) in
soluzione fisiologica.

Sono inoltre stati studiati 30 campioni di feci
ottenute da pazienti con diagnosi clinica di malattia
dispeptica da H.pylori e risultati positivi al metodo
immunoenzimatico (EIA) Helicobacter pylori anti-
gene (ASTRA Diagnostici) e 30 campioni di feci
negativi allo stesso test immunoenzimatico.

L’eta dei pazienti studiati variava da 10 mesi a 74
anni e la suddivisione per sesso era del 48.4% per
il sesso femminile a del 51.6% per quello
maschile.

Tutti i campioni fecali studiati col metodo
immunocromatografico sono stati preparati

sospendendo un volume pari ad almeno quattro
grani di riso nella provetta contenente 1 ml di
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diluente del campione fornita col Kkit.

I campioni in analisi sono stati posti in agitazione
per 1 minuto su vortex e successivamente cen-
trifugati a 3.000 X g per 5 minuti. Questa proce-
dura consente di ottenere la completa dis-
soluzione della massa fecale e la conseguente suc-
cessiva liberazione in sospensione dei batteri /o
dei vari componenti antigenici permettendone il
dosaggio analitico.

Sono stati dispensati all interno dell apposito
incavo di ciascun dispositivo 150 Y4l della sospen-
sione del campione fecale cosi ottenuta ed i dis-
positivi sono stati incubati per un periodo non
inferiore a 10 e non superiore a 15 minuti, a tem-
peratura ambiente. Al termine di questo periodo
di incubazione, la comparsa di una banda rossa
nella parte superiore del dispositivo indica la
adeguata migrazione del campione e la con-
seguente accettabilita del test. La lettura finale del
risultato ¢ avvenuta entro 30 minuti dalla dispen-
sazione del campione: la comparsa di un duplice
bandeggio (figura 1) indica la positivita del test,
mentre la presenza di un’unica banda (superiore -
di controllo del test) indica la negativita del test
stesso.

RISULTATI

La valutazione della sensibilita analitica del test
immunocromatografico ha dimostrato che questo
metodo ¢ in grado di identificare la presenza di
antigene batterico fino ad una diluizione di 0.007
mg/ml (figura 1).

Tenuto conto del volume totale di sospensione
applicata al dispositivo, la quantitd minima di
antigene identificabile in soluzione fisiologica ¢
paria 1.05 pg.
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Figura |. Determinazione della sensibilita analitica del metodo cromatografico mediante sospensione calibrata a scalare (da sinistra
a destra) da I.1 mg/ml a 0.001 mg/l di H.pylori (ceppo CGUG 17874, cresciuto in terreno liquido). In posizione n.5 e é da sinistra)
sono inseriti dispositivi caricati con sospensione batterica a maggiore concentrazione (4.5 mg/ml e 2.2 mg/ml|, rispettivamente).

Tabella I. Riassunto dei risultati ottenuti su campioni fecali saggiati coi il metodo immunocromatografico (DYASET) ed immunoenzi-

matico (ASTRA)

Campioni Positivi al test
immunocromatografico

Campioni Negativi al test
immunocromatografico

Campioni Positivi al test immunoenzimatico 27 3
Campioni Negativi al test immunoenzimatico 0 30
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I risultati della valutazione comparativa sono
riportati nella tabella 1. La concordanza fra il
metodo EIA ed il test immunocromatografico stu-
diati ¢ stata del 90% (27 campioni positivi identi-
ficati dal test immunocromatografico contro 30
positivi quando testati col metodo EIA). I campi-
oni negativi al test immunoenzimatico sono tutti
risultati negativi quando saggiati col metodo
immunocromatografico.

I campioni EIA positivi che sono risultati negativi
al test per la ricerca dell’antigene fecale di
H.pylori (DYASET), sono stati saggiati nuova-
mente con un secondo test immunoenzimatico
(DAKO) ed ¢ stata confermata la positivita.

CONCLUSIONI

Numerose sono le tecniche per la diagnosi di
infezione da H.pilori, tra cui troviamo metodi
invasivi (esami istologici) e non invasivi (breath
test, test immunoenzimatici).

In questo studio ¢ stato proposto un metodo
immunocromatografico con lo scopo di eviden-
ziare D’antigene di Helicobacter pylori diretta-
mente nelle feci.

Questo test ha dimostrato possedere una sensibil-
ita analitica di circa 1.0 ug di antigene per campi-
one consentendone 'uso all’interno dei normali
esami di routine nell’ambito della diagnosi di
infezione da H.pylori.

Lo studio ha inoltre dimostrato che la concordan-
za di questo test immunocromatografico con un
metodo immunoenzimatico (ampiamente diffuso
nei laboratori) ¢ del 90% per i campioni positivi
al test EIA e che questo valore di concordanza
sale al 100% nel caso dei campioni EIA negativi.
Questi risultati indicano che il test immunocro-
matografico oggetto del presente studio puo
essere considerato un valido strumento per la
diagnosi di infezione da H.pylori.

La sensibilita e la specificita, il basso costo, i
tempi ristretti per ’esecuzione e la facilita della
tecnica, ci permettono di proporre tale metodo
come test di prima istanza nella diagnosi di
infezione da Helicobacter pylori.

Inoltre se ne consiglia I’'impiego anche come test
“office”, eseguibile dai singoli medici al momento
della valutazione clinica del paziente dispeptico.
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