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POVZETEK

Helicobacter pylori je po Gramu negativna spiralna bakterija, ki je edina prilagojena na
kislo okolje Zelodca. Gre za najpogostejSo bakterijsko okuzbo pri ljudeh, ki lahko poteka
popolnoma asimptomatsko ali pa se razvije gastritis, razjeda zelodca ali dvanajstnika ter
rak na zelodcu ali MALT limfom. Zato je klju¢no njeno pravocasno odkrivanje in
zdravljenje. Za ugotavljanje in potrditev okuzbe ter za spremljanje uspeSnosti zdravljenja
se uporabljajo invazivne in neinvazivne diagnosticne metode. Obicajno se za eradikacijo
H. pylori uporabi kombinacija zaviralca protonske crpalke in antibiotikov skladno z
nacionalnimi smernicami, ki upostevajo rezistenco H. pylori na antibiotike.

V nalogi smo pregledali in med seboj primerjali sedem neinvazivnih diagnosti¢nih metod
ter rezultate hitrega testa s se€nino in histologije, pridobljene ob gastroskopskem pregledu
v skupini 116 pacientov z mediano starosti 48 (10-85) let, med katerimi je bilo 58 % Zensk.
Specificnost in obcutljivost metod smo grafi¢no predstavili z ROC krivuljo in povr§ino pod
krivuljo (AUC) ter ovrednotili glede na dihalni test s se€nino kot referenéno metodo. Pri
metodi doloCitve antigena H. pylori v blatu z ELISA metodo smo dobili ROC AUC 0,911
in 83,7 % obcutljivost ter 98,4 % specifiCnost. Za oba kvalitativna hitra testa za dolocitev
H. pylori antigena v blatu smo dokazali ustrezne diagnosticne lastnosti (AUC > 0,700) in
jih priporocamo pri diagnostiki okuzbe s H. pylori v kombinaciji z drugimi testi. Test za
ureazno aktivnost H. pylori v slini ni pokazal ustrezne specifi¢nosti in obcutljivosti (pod 20
%, AUC < 0,600), saj je vzorec odvisen od stopnje ustne higiene in zato ne pokaze vedno
prisotnost okuzbe s H. pylori v zelodcu. Dolocitev specifi¢nih H. pylori protiteles 1gG in
IgA v serumu se danes za redno diagnostiko H. pylori okuzbe opuS€a zaradi nizke
specificnosti testov (pod 60 % v nasi nalogi), saj protitelesa vztrajajo v telesu ve¢ mesecev
po uspesni eradikaciji. Na skupini 22 pacientov mediane starosti 48 (16-78) let je bilo za
zdravljenje okuzbe s H. pylori najveckrat (18/22) uporabljena klasi¢na trotirna terapija s
kombinacijo zaviralca protonske ¢rpalke in dveh antibiotikov. Ponovitev zdravljenja je bila
potrebna le v posameznih primerih (7/22), kjer se je glede na rezultate opazovanih
laboratorijskih testov za uspeSno pokazala zamenjava makrolidnega antibiotika z
nitroimidazolnim. Na osnovi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo, da lahko z dolocitvijo
antigena H. pylori v blatu z ELISA metodo uspesno odkrijemo in spremljamo zdravljenje
okuzbe s H. pylori.

Kljuéne besede: Helicobacter pylori, diagnostika okuzbe, sheme eradikacijske terapije,

uspesnost zdravljenja
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ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral bacteria and is the only bacteria adapted to
the acidic stomach environment. It is known as the most common bacterial infection in
humans with a completely asymptomatic course or diseases as gastritis, gastric or duodenal
ulcer, and gastric cancer or MALT lymphoma occur. Therefore a timely detection and
early treatment of infection is crucial. Invasive and non-invasive diagnostic methods are
used to detect, confirm, and monitor the treatment success of infection. For H. pylori
eradication a combination of a proton pump inhibitor and antibiotics are usually used in
accordance with the national guidelines, which consider the H. pylori antibiotic resistance.
We examined and compared seven non-invasive diagnostic methods with the results of the
rapid urea test and histology obtained during gastroscopy in a group of 116 patients with a
median age of 48 (10 - 85) years, of which 58 % were women.

Specificity and sensitivity of methods were presented graphically with ROC curve and area
under curve (AUC) and evaluated according to the urea breath test as the reference
method. H. pylori stool antigen ELISA test gave ROC AUC of 0,911 and 83,7 %
sensitivity and 98,4 % specificity. We determined appropriate diagnostic properties (AUC
> 0,700) for both qualitative rapid H. pylori antigen stool tests, and we recommend their
use in the diagnosis of H. pylori infection in combination with other tests. The test for H.
pylori urease activity in saliva has not shown an adequate specificity and sensitivity (less
than 20 %, AUC < 0,600), since the sample depends on the oral hygiene level and does
therefore not always show the presence of H. pylori infection in the stomach.
Determination of specific H. pylori IgG and IgA levels in serum samples for routine H.
pylori infection diagnosis are nowadays being abandoned because of the low specificity of
the assays (below 60 % in our work) as antibodies persist in the body even several months
after eradication treatment. The classical triple therapy, a combination of a proton pump
inhibitor and two antibiotics, was most commonly used (18/22) in the observed group of
22 patients with median age 48 (16-78) years. A second treatment was necessary only in
individual cases (7/22), where the replacement of a macrolide antibiotic with
nitroimidazole proved to be more successful according to laboratory tests results. Based on
our results we conclude that H. pylori stool antigen ELISA test is a suitable test to detect
and monitor H. pylori infection treatment.

Key words: Helicobacter pylori, infection diagnosis, eradication scheme treatment, treatment
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SEZNAM OKRAJSAV

AUC area under curve — povrsina pod krivuljo

CV koeficient variacije

EIA enzyme immuno assay — encimski imunski test
ELISA . enzyme linked immuno sorbent assay — encimsko

imunoadsorpcijski test

H. pylori . bakterija Helicobacter pylori

HCl klorovodikova kislina

HP-DibT dihalni test s se¢nino Test INFAI®

HP-blato 1 .. hitri test za dologitev antigena H. pylori v blatu DIMA®
MKBio

HP-blato2 hitri test za doloCitev antigena H. pylori v blatu H&R®

HP-1gA kvantitativna doloc¢itev specificnih protiteles IgA proti H.
pylori v serumu ORION Diagnostica®

HP-1gG kvantitativna dolocCitev specificnih protiteles 1gG proti H.
pylori v serumu ORION Diagnostica®

HP-blato ELISA kvalitativni test antigena H. pylori v blatu Liaison®
DiaSorin

HP-Slina kvalitativna dolocitev H. pylori ureaze v slini dBest One
Step Saliva Urease®

HUT hitri ureazni test

IQR interquartile range — interkvartilni razpon

z interval zaupanja

NNV negativna napovedna vrednost

PNV pozitivna napovedna vrednost

zrc zaviralec protonske ¢rpalke
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1. UVOD

Ze od rojstva smo ljudje izpostavljeni Siroki paleti razli¢nih mikroorganizmov, ki
kolonizirajo zunanje in notranje povrsine telesa ter posledicno vplivajo na izoblikovanje
nasega imunskega sistema. Gastrointestinalni trakt je eden od najbolj gosto z
mikroorganizmi naseljen predel v cloveskem telesu in ima zato najpomembnejSo vlogo pri
izoblikovanju imunskega odziva. Ce pride do porusenja mikrobne populacije, lahko pride
do pojava bolezni, obratno pa bi lahko bil ustrezen pristop za zmanjSanje bolezenskih
procesov vzpostavitev ustrezne mikrobiotske populacije (1 , 2).

Kljub kislemu okolju je Zelodec dom raznoliki mikrobioloski populaciji, katere sestava in
funkcija se lahko spreminjata glede na gastricno okolje. Najpoglavitnej$i predstavnik
gastricne mikrobiote je Helicobacter pylori (H. pylori), ki lahko brez antibioticnega
zdravljenja dozivljenjsko perzistira v gastricnem tkivu (1). Okuzba s H. pylori spremlja
Clovestvo skozi njegov celoten razvoj in nastanek ter ze vsaj 58.000 let predstavlja
najpogostejSo okuzbo pri ljudeh; okuZena je najmanj polovica Clovestva (3,4, 5, 6).
Znacilno je, da se okuzba s H. pylori zgodi v zgodnjem otrostvu, do 10 leta starosti, zato
razlika v prekuzenosti med starostnimi skupinami ne pomeni, da se s starostjo prekuzenost
povecCuje, ampak predstavlja generacijsko znacilnost, ki je odraz socialno-ekonomskih
pogojev, bivalnega standarda in osebne higiene v obdobju otrostva posamezne generacije
(2,3, 7). Zaradi viSanja higienskih standardov in dostopnosti antibiotiénega zdravljenja
se prekuzenost s H. pylori v razvitih in manj razvitih dezelah zmanjSuje (1, 7, 5). Kljub
temu, da gre za visoko prenosljivo okuzbo, katere bolezni imajo lahko visoko umrljivost,
zdravstvene organizacije Se niso vzpostavile meril (npr. presejalne teste za dolocCene

starostne skupine ljudi) za zmanjSevanje okuzbe s H. pylori in njenega razsirjanja (8).

1.1 ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA ZELODCA

Zelodec (gr.gaster, lat.ventriculus) je eden izmed organov prebavnega trakta in leZi med
poziralnikom in dvanajstnikom levo v trebuSni votlini. Ima obliko ¢rke J, vendar se lahko
oblika in velikost mo¢no spreminjata glede na vsebnost hrane in lego telesa, od 200 — 300
mL v praznem do 1 — 1,5 L v polnem stanju. Zelodec sodeluje pri prebavi hrane tako, da

hrano pomesa z Zelodénim sokom, kar omogo¢i razgradnjo beljakovin na manjSe peptidne




molekule in pripravo hrane za nadaljnjo prebavo in absorpcijo v ¢revesju. Prav tako lahko
zelodec deluje kot skladiS¢e hrane (oz. himusa) dokler ni Erevesje prazno oziroma
pripravljeno na prebavo (5 , 9).

Zelodec je misicast, votel razSirjen del prebavne cevi na katerem lo¢ujemo malo in veliko
Zelodéno krivino. Zelodec anatomsko delimo na 5 odsekov, ki imajo razli¢no zgradbo ter

funkcijo v Zelod¢ni prebavi (5 , 9):

Zgornji del imenujemo kardia, ki locuje poziralnik in W\ romma
telo Zelodca, ob katerem je spodnji ezofagalni sfinkter, N [ s SN\

ki prepreCuje vracanje zZelodéne vsebine nazaj v

TELO ZELODCA
izlotanje HCl, encimoy
sluzi, intrinfaktorja

poziralnik. Fundus (Zelod¢ni svod) lezi visje od kardije,

korpus (telo zelodca) je najvecji, osrednji del Zelodca, ||

SFINKTER

antrum je najnizje lezec€i del zelodca, ki se na spodnjem

PILORICNI
KANAL \’l

delu zaklju¢i s pilorusom (gr. vratar), ki je mocan

sfinkter in loCuje Zelodec z dvanajstnikom ter nadzira
prehod primerne koli¢ine himusa iz Zelodca v mm—

dvanajstnik (5 , 10).

Slika 1: Shemati¢ni prikaz Zzelodca s

poglavitnimi anatomskimi predeli

. e e . (povzeto po (10)).
Histolosko stena zelodca sestoji iz Stirih plasti (5, 9):

-zelod¢ne sluznice (Tunica mucosa gastrica) z epitelijskimi celicami in vezivnim tkivom

vt

propia obdaja Zleze, ki se ugrezajo navzdol do miSi¢ne plasti. Visokoprizmatski epitel
sestavljajo povrSinske mukusne celice in ima zivljenjsko dobo en teden.

-podsluznicne plasti (Tunica submucosa gastrica), kjer se nahaja Meissnerjev pleksus ter

sestoji iz vezivnega tkiva, Stevilnih kapilar, ven in mezgovnic. Locuje sluznico od miSi¢ne
plasti Zelodca. Tu se nahajajo skupki limfocitov, ki sestavljajo MALT (mucosal associated
lymphoid tissue) in mastociti. Ko je Zelodec prazen sta sluzni¢na in podsluzni¢na plast
nabrani v vzdolzne gube, ko se pa zelodec napolni, se gube zravnajo.

-miSi¢ne plasti (Tunica muscularis gastrica) iz gladkega misicnega tkiva, ki je znacilno

samo za zelodec in je oblikovano v treh plasteh: notranja poSevna, srednja kroZzna ter
zunanja vzdolZzna miSi¢na plast. Med zunanjo in srednjo plastjo se nahaja mienterini
in s tem tvori peristaltiko in meSanje Zelod¢ne vsebine;

-serozne — vezivne mrene (Tunica serosa), ki prekriva zelodec znotraj trebusne votline.




Zleze z notranjim in zunanjim izloéanjem se nahajajo na razli¢nih predelih Zelodca in jih

zato lo¢imo po imenu na razvejane in zvijugane Zleze kardie, piloricne Zleze in Zzleze
fundusa (oksinti¢ne Zleze), ki zajemajo pretezni del kislino-producirajo¢ega dela Zelodca.
Celice, ki sestavljajo Zleze, so epitelne, sluznicne, parietalne, pepsinske in enteroendokrine.
Epitelne celice so specializirane in se med seboj razlikujejo glede na predel Zelodca, kjer se
nahajajo. Apikalna membrana epitelnih celic ima Stevilne mikrovile, ki povecajo

funkcionalno povr$ino zelodca. Mukusne celice, ki proizvajajo sluz in bikarbonat, se

nahajajo na povrSini vseh zelod¢nih Zlez. Najve¢ jih je v predelu antruma in fundusa.

Parietalne celice se nahajajo le v Zlezah fundusa in korpusa Zelodca ter izlocajo Zelod¢no

kislino, intrinziéni faktor in leptin. Na svoji apikalni povrSini imajo mikrovile, v notranjosti
pa Stevilne mitohondrije in tubulovezikularen sistem s protonsko crpalko. Glavne

(pepsinske) celice, ki izlo€ajo pepsinogen I in gastri¢no lipazo, se nahajajo izklju¢no v

fundusu Zelodca. Enteroendokrine (APUD) celice se nahajajo v zlezah fundusa, kardije ter

pilorusa ter izlocajo gastrin (celice G), histamin (celice ECL), endorfin, serotonin (celice
EC), holecistokinin in somatostatin (celice D) (5 , 9).

Sluz §¢iti Zelod¢no tkivo pred mehanskimi in kemi¢nimi poskodbami, saj vsebuje
karbonat, ki nevtralizira klorovodikovo kislino tik na povrSini celic. Izlo¢a se neprekinjeno
zaradi mehanskih, kemi¢nih in nevrogenih drazljajev. Sluz je razporejena v dveh slojih — v
topni obliki, ki meji na svetlino Zelodca, ter v netopni obliki, ki pokriva sluznico. Pepsin
nenehno razgrajuje sluz, vendar je netopen sloj sluzi neprepusten za pepsin in so sluzni¢ne

celice zasCitene pred njegovim proteoliticnim delovanjem. Klorovidikova kislina (HCI)

ima baktericidno vlogo ter ustvari ustrezen pH za aktivacijo proteaz, nabreka beljakovine
ter pospesuje peristaltiko. HCl se izlo¢a pod vplivom acetilholina (po stimulaciji
vagusnega zivca), gastrina (iz krvnega obtoka) in histamina (iz tkivnih bazofilcev v lamini
propii). Med Zelodénimi encimi je najpomembnejSi pepsin, ki cepi peptidne vezi v

beljakovinah. Izlo¢a se kot neaktivna oblika, pepsinogen, pod vplivom acetilholina,

histamina in gastrina. Gastrin se spros¢a iz zelod¢énih G-celic kot odgovor na razSiritev
antruma ter na prisotnost nepopolnoma prebavljene hrane, medtem ko nizek pH (pod 4) in
somatostatin inhibirata njegovo sproscanje. Gastrin sprozi sekrecijo HCI in pepsinogena ter
povecuje motiliteto Zelodca. Holecistokinin sintetizirajo I-celice mukoznega epitelija

dvanajstnika in deluje predvsem na kréenje Zol¢nika, upocasni praznjenje zZelodca ter




spodbuja izloCanje pankreaticnega soka, ki nevtralizira himus, ki pride iz Zelodca v
dvanajstnik (5 , 9).

Uravnavanje izlo¢anja zelodénega soka je vzajemen in medsebojno odvisen proces, v
katerem sodelujejo mehanizmi, ki se sproZijo po centralni — cefali¢ni (t.J. impulzi iz
centralnega Ziv€nega sistema) ali periferni — gastri¢ni in intestinalni stimulaciji. Ne glede
na mesto nastanka impulza se vedno tvorijo spodbujevalci izlo¢anja zelodénega soka
(histamin, gastrin in acetilholin) ter zaviralec somatostatin (5).

Bolus prezveCene hrane pride v zelodec skozi poziralnik preko spodnjega ezofagalnega

sfinktra, kjer se pomesa z zelodénim sokom, ki vsebuje sluz, klorovodikovo kislino (HCI),

nekatere encime in vodo. Hrana se meSa z Zelodénim sokom in hkrati melje zaradi
peristalticnega gibanja, ki ga omogocajo miSice v steni Zelodca. S tem se bolusu hrane
zmanjSa volumen in nastane himus — delno prebavljena hrana. Himus postopoma prehaja
preko pilorusa v dvanajstnik, kjer se prebava nadaljuje in za¢ne se absorpcija hranil.
Deloma absorpcija poteka tudi v Zelodcu; iz Zelodca v krvni obtok se lahko prenesejo
manjSe molekule kot so voda, aminokisline, do 20% zauZitega etanola, kofein, v vodi topni
vitamini ter vodotopne molekule zdravil (npr. acetilsalicilna kislina). Zaradi elasti¢nosti
stene zelodca se lahko v Zelodcu nahaja naenkrat 1 liter hrane, ki se, glede na koli¢ino

vsebine, prebavi v ¢asu med 40 min do nekajur (5, 9).

1.2. BOLEZNI ZELODCA POVEZANE Z OKUZBO S H. PYLORI

1.2.1. GASTRITIS

Gastritis je vnetje zelod¢ne sluznice. Njegov potek je lahko akuten ali kroni¢en. Znacilna
je poskodba epitelijskih celic in regeneracija, ki jo vidimo s histoloskim pregledom
odvzetega biopticnega vzorca (5).

[ AKUTNI GASTRITIS

Pojavi se kot akutna bolecina v Zlicki, ki jo lahko spremlja bruhanje, slabo pocutje in
zmanjSan apetit. Sluznica Zelodca je otekla, lahko se pojavijo tudi erozije in krvavite v
sluznici. I1zzovejo ga lahko razli¢ni dejavniki, kot so okuzba s H. pylori, zaCinjena hrana,
alkohol, nekatera zdravila (npr. nesteroidna protivnetna zdravila), vro¢a hrana ali tekocCine,
obsevanje, bakterijske infekcije (npr. pri sepsi ali zastrupitvi s stafilokoki v hrani).

Zdravljenje je simptomatsko: post, antacidi, eradikacija v primeru okuzbe (5).




[ KRONICNI GASTRITIS

Gre za kroni¢no vnetje, ki ga spremlja propadanje zleznega epitelija in nadomescanje le-
tega z metaplasticnimi celicami. Potek je veckrat asimptomatski ali z blazjimi simptomi
(zmanjSan apetit, slabost in bruhanje). Infiltracije limfocitov in plazmatk v zgornjih plasteh
sluznice so prisotne pri kroni¢nemu povrSinskemu gastritisu, medtem ko so infiltracije
limfocitov v globljih plasteh sluznice prisotne pri atroficnem gastritisu, ko lahko pride tudi
do uni€enja parietalnih in glavnih celic ali celo do unienja specificnih zlez korpusne
sluznice (gre za t.1. atrofijo Zelod¢ne sluznice) in posledicno do nezmoznosti proizvodnje
zelod¢ne kisline. Glede na vzrok nastanka poznamo avtoimuni, bakterijski, kemicno-
toksi¢ni, limfocitni, granulomatozni in eozinofilni gastritis (5).

Avtoimuni gastritis je redko kroni¢no vnetje Zelod¢ne sluznice, kjer so prisotna protitelesa

proti protonski Crpalki parietalnih celic in intrinzicnemu faktorju. Kemicno-toksicni

gastritis nastane pri duodeno-gastricnem refluksu zaradi agresivnega delovanja HCI na

nezasCiteno sluznico ali zaradi nesteroidnih antirevmatikov. Granulomatozni gastritis se

lahko pojavi pri Chronovi bolezni, sarkoidozi, tuberkulozi, sifilisu in histoplazmozi,

medtem ko se eozinofilni gastritis pojavi ob malabsorpcijskem sindromu (5).

Z okuzbo s H. pylori sta povezana bakterijski in limfocitni gastritis. Bakterijski gastritis

prizadene predvsem predel antruma. Neznacilne dispepti¢ne teZave, ki se pojavijo, lahko
zacasno tudi izzvenijo, lahko pa se v 15-20 letih razvijejo kroni¢ne atrofi¢ne spremembe.
Zdravljenje je ciljano s kombinacijo antibiotikov in zaviralcev protonske ¢rpalke (ZPC).

Limfocitni gastritis se kaze z znacilnimi varioliformnimi erozijami v sluznici korpusa.

Povezujejo ga tudi s celiakijo (5).

1.2.2. PEPTICNA RAZJEDA — ULKUS

Pepti¢na razjeda je najpogostejSa bolezen prebavil. Po definiciji je to omejena poSkodba
stene votlega dela prebavil, ki sega globlje od miSicne plasti. Gre za kroni¢no in
ponavljajoco se bolezen, ki se najpogosteje pojavi na dvanajstniku, redkeje v zelodcu ali
poziralniku (ob refluksu Zelod¢ne vsebine v poziralnik). Do razjede pride, Ce se porusi
ravnotezje med agresivnimi in zaS¢itnimi dejavniki zelodca v prid agresivnih dejavnikov.
Med slednje pristevamo Zelod¢no kislino in pepsin, trombocitni aktivirajoc¢i faktor ter soli
zol¢nih kislin in lizolecitin, ¢e prideta z refluksom v Zelodec. Zunanji agresivni dejavniki
so nesteroidna protivnetna zdravila, acetilsalicilna kislina, citostatiki, etanol, kajenje ter

prisotnost H. pylori in stresni dejavniki. Obrambno funkcijo imajo sluz, bikarbonatni ioni,




ki jih izlocajo mukusne celice, ter tesno prilegajoCe se epitelijske celice, ki onemogocijo
redifuzijo vodikovih ionov (5 , 10).
e RAZJEDA NA ZELODCU

Nastane zaradi zmanjSane obrambne sposobnosti zelodénih mehanizmov: slabsSe
prekrvavljenosti zelod¢ne sluznice, pocasnejSe obnove epitelijskih celic, motene tvorbe
sluzi, zmanjSane tvorbe prostaglandinov in motene Zelodéne motilitete. BoleCina se
obi¢ajno pojavi kmalu po jedi, zato se bolniki izogibajo hrani in hujSajo. V primeru, ko gre
za hkratno razjedo v Zelodcu in v dvanajstniku, ki nastane zaradi poskodb v piloricnem
delu zelodca, so lahko znaki podobni kot pri razjedi dvanajstnika (5).

e RAZJEDA NA DVANAJSTNIKU

Je 2-3-krat bolj pogosta od razjede v Zelodcu. Zanjo pogosteje zbolevajo moski, 4-krat
pogosteje kot zenske, pogosteje se pojavlja tudi med sorodnikih v prvem kolenu. Klini¢no
se kaze s pekoco in glodajoco epigastricno bole¢ino, ki se pojavi znacilno 1 do 2 uri po
obroku; izzveni po jedi ali po zauzitju antacidov. Pogosto se pojavlja sezonsko, spomladi
in jeseni, lahko traja od nekaj dni do ve¢ tednov. Bolecina pod desnim rebrnim lokom in v
ledjih, ki ne popusca, lahko kaze na komplikacije, t.j. na penetracijo razjede v trebusno
votlino, perforacije ali krvavitve. Ker se razjeda celi z brazgotinjenjem, lahko pride do
stenoze, t.J. do zaprtja prehoda skozi pilorus, kar se kaze z bruhanjem vsakrSne zauzite
vsebine brez slabosti. Z endoskopskim pregledom se predvsem izkljuci prisotnost dodatnih
sprememb Zelod¢ne sluznice in potrdi prisotnost okuzbe s H. pylori. Obicajno razjedo na
dvanajstniku spremlja antralni gastritis zaradi infekcije s H. pylori, lahko pa se pojavi kot
posledica zelo velike koli¢ine HCI pri dolocenih boleznih; zaradi nesteroidnih protivnetnih

zdravil pa se lahko pojavi bulbus dvanajstnika (5).

1.2.3. NEOPLAZME ZELODCA

So pogoste bolezni zelodca, ki imajo lahko maligni ali benigni potek. Njihova opredelitev
poteka vedno s pomocjo gastroskopskih pregledov.
Med benigne tvorbe priStevamo polipe zelodca, ki so lahko asimptomatski, vendar njihova
prisotnost lahko kaze na povefano nagnjenje sluznice k nekontrolirani proliferaciji.
Zdravljenje s kirurSko odstranitvijo je nujno pri neoplasticnih spremembah (5).

e MALIGNI TUMORJI

Se pogosto razvijejo iz prekanceroznih stanj brez specificnih klini¢ni znakov, s slabostjo,
bruhanjem in epigastri¢no bole¢ino ali obutkom teze v Zlicki. Pri zgodnjem Zelodénem

raku je rakasto tkivo omejeno na mukozo in submukozo. Lahko raste solitarno,




najpogosteje v spodnji tretjini zelodca, ali pa multiplo na razli¢nih delih Zelodca hkrati.
Napredovali Zelod¢ni rak oznacuje prodor rasti raka v globlje plasti Zelod¢ne stene.
Histolosko je viden kot gomoljasta tvorba, ki moli v lumen Zelodca in lahko ovira pasazo
himusa. NajslabSo prognozo ima infiltrativna oblika zelodénega raka, kjer se maligni
proces §iri difuzno in se Zelodec spremeni v zoZeno, togo cev. Zelodéni rak se lahko razsiri
na sosednja tkiva in organe ter metastazira v regionalne bezgavke. Klini¢ni znaki so

odvisni od obsega in lokalizacije raka (5).

1.2.4. FUNKCIONALNE BOLEZNI ZELODCA
Funkcionalno lahko Zelodec izlo¢a povecano ali zmanjSano koli¢ino zelodénega soka.

e  HIPERSEKRECIJA
Dnevna koli¢ina zelod¢nega soka lahko naraste tudi do 15 litrov. Primarni vzrok je
povecano izloCanje gastrina ali histamina zaradi pomanjkanja zaviralnih mehanizmov.
Zelodéno hipersekrecijo ima 30 — 50 odstotkov bolnikov z razjedo na dvanajstniku, vendar
po eradikaciji H. pylori izzveni. V primeru, da volumen izloenega Zelod¢nega soka
preraste puferno sposobnost duodenalnega in pankreati¢nega puferskega sistema, pride do
poskodbe sluznice dvanajstnika ter do zmanjSane absorpcije mascob in disaharidov (5).

e  HIPOSEKRECIJA - AKLORHIDRIJA

Nastane kot posledica Stevilnih bolezni ali po operacijah in uzivanju zdravil. Zaradi
zmanjSanega baktericidnega delovanja zelod¢ne kisline grozi razrast H. pylori in

malabsorpcija (5).

1.2.5. MOTILITETNE MOTNJE ZELODCA

Motiliteto prebavne cevi omogoca gladka muskulatura v steni prebavne cevi, ki je pod
nevrohormonalno regulacijo. Z motiliteto mora biti usklajena tudi sekrecija prebavnih
sokov vzdolz celotne prebavne cevi, tako da je omogocena prebava in absorpcija hranil.
Okvare fizioloSkih procesov Zelodca lahko nastanejo kot posledica prizadetosti ziv€evja ali
misic v steni zelodca ali hormonalnega nadzora. Retropulzija (obrnjena smer peristaltike)
se lahko kaze z bruhanjem in zgago, pospeSen prehod kot dumping sindrom ali driska,
zapozneli prehod pa kot gastropareza ali zaprtje. Ob motnjah motilitete se svetuje vecje
Stevilo manjSih obrokov ter simptomatsko zdravljenje in zdravljenje primarne motnje oz.

vzroka (5).




e  DISPEPSIJA

Pomeni slaba ali boleca prebava in se kaze najpogosteje po jedi z motnjo shranjevanja
himusa v Zelodcu ali s hitrim ali prepo¢asnim praznjenjem Zelodca. Obicajno so prisotni
obcCutek hitre sitosti, napihnjenosti, spahovanje po jedi in slabost. Dispepsija se lahko
pojavi tudi ob infekciji s H. pylori in kroni¢nim gastritisom. Neulkusno in ulkusno

dispepsijo spremlja pekoca bolecina v Zlicki, ki se odpravi s hrano oziroma antacidi (5).

1.3. HELICOBACTER PYLORI

Odkritje bakterije H. pylori sega v leto 1979, ko sta Avstralca Barry Marshall in Robin
Warren ugotovila prisotnost neznane vijacne bakterije pri bolnikih z Zelod¢no razjedo in
gastritisom. O njej sta porocala leta 1983 pod imenom Campylobacter pyloridis in 2005 za
to odkritje dobila Nobelovo nagrado. S tem odkritjem se je za podroc¢je gastroenterologije
zacela nova doba, saj do takrat Se ni bilo znanega vzroka Stevilnih bolezni zelodca in
dvanajstnika. Ime bakterije se je kasneje spremenilo v Helicobacter pylori, glede na njene
znacilnosti (2, 5, 11).

H. pylori je po Gramu negativna bakterija. Najdemo jo - ““\\ .
predvsem v zgornjih prebavilih, v antrumu Zelodca in i = 7

v dvanajstniku v predelih z gastricno metaplazijo. ) (38

. . . v . o . kapsula
Pojavi se pri kroniénem in akutnem gastritisu, '
celifna stena

pepticnimi razjedami in pri funkcionalni dispepsiji. pl".L
Bakterija je pripeta na celice sluznice, v celice ne Pl -
vstopa, vendar ima moZznost prenosa vsebine iz svoje
celice v gostiteljevo (2., 5, 11). Slika 2: Shemati¢ni prikaz strukture
Helicobacter pylori je edina predstavnica druzine  celice H. pylori (povzeto po Alila
Helicobacter (s poznanimi vsaj 28 razlicnimi sevi), ki Medical Mediz)

je prilagojena za zivljenje v zelodcu. Je spiralna, mikroaerofilna bakterija z 2-7 polarno
leZze¢imi bicki in meriod 3 do 5x 0,5 um (2, 5, 11).

Glavni prilagoditveni sistem H. pylori predstavlja encim ureaza, ki s pomocjo prisotne
klorovodikove kisline v Zelodénem soku cepi se¢nino in tako ustvari primerno okolje z

ustreznim pH za zivljenje v Zelodcu. Poleg ureazne aktivnosti vsebuje katalazo, ki je




mocan antioksidant in razgradi proste kisikove radikale, ki se sprosc¢ajo ob prisotnosti
nevtrofilnih levkocitov ob nastanku vnetja v Zelod¢ni sluznici. Gibanje H. pylori skozi
mukus omogocijo spiralna oblika z bicki ter proteaze, ki cepijo beljakovine v mukusu na
povrSini epitelnih celic Zelodca (12). Bakterije z genskim zapisom za CagA protein (s
citotoksinom povezani gen A) sodijo med najbolj virulentne oblike H. pylori; VacA
citotoksin (vakuolizirjo€i citotoksin A) se tvori le, e ima celica zapis za cagA in tvori pore
tako v membrani celic kot tudi v membrani mitohondrijev in tako porusi integriteto
medcelicnih stikov, moc¢no inhibira aktivacijo T celic,r lahko pa tudi aktivira apoptozo
celic (13). Prisotnost cagA pri H. pylori v Evropi je ocenjena na 70% (14). H. pylori ima
na svoji povrSini lipopolisaharidne antigene, ki so podobni antigenom krvnih skupin s
katerimi se poskusSa izogniti telesnemu imunskemu nadzoru (15). Bakterija se lahko pripne
na epitelijske celice Zelodca s pomocjo adhezinov in lahko prodre v medcelicne prostore

2,6, 16).

Okuzba s H. pylori lahko poteka popolnoma asimptomatsko, lahko pa ima razlicne
posledice, ki so odvisne od posameznikovega imunskega odziva na bakterije, od starosti
gostitelja, vplivov okolja na virulenco bakterije ter od seva, ki je okuzil gostitelja (1 , 5).
Okuzbo s H. pylori lahko spremlja vnetje z okvaro epitelijskih celic ter sistemski imunski
odgovor z nastankom protiteles proti bakteriji ter celo razvojem avtoprotiteles proti
parietalnim celicam. Okuzba na zaCetku poteka akutno, v nekaj dneh pa preide v
nevtrofilni pangastritis in prehodno aklorhidrijo, ki traja od 50 do 250 dni. V nadaljevanju
okuZbe se lahko bakterija razporedi po vsem Zelodcu in povzroc¢i blagi pangastritis, kjer
bolniki nimajo tezav (t.j. prva pot). Ce se bakterija razsiri predvsem v antralnem delu, se
zniza izloCanje somatostatina in posledicno nastane hipersekrecija. Tretja pot razvoja
okuzbe sledi po razrastu H. pylori v korpusu, kjer se zniza izloCanje HCI ter nastanejo
zelod¢ne razjede (5).

Zaradi okuzbe s H. pylori se lahko razvijejo gastritis ter razjede zelodca in dvanajstnika;
pri 20% okuzenih pa se pojavi Zelodéni rak ali MALT (mucosa-associated lymphoid
tissue) limfom z visoko stopnjo umrljivosti. Zato je zgodnje odkrivanje in zdravljenje
okuzbe s H. pylori zelo pomembno (1 , 5, 6).

Kljub temu, da velja H. pylori za patogeno bakterijo, so se pojavile Studije, ki nakazujejo

pozitiven vpliv okuzenosti s H. pylori proti gastroesofagalni refluksni bolezni (GERD),




esofagalnemu raku, nekaterim alergijam (8), na preprecevanje zgodnjega pojava astme ter

gastrointestinalnih in sistemskih okuZzb (1).

1.4. DIAGNOSTIKA OKUZBE S H. PYLORI

Okuzbo s H. pylori lahko diagnosticiramo z invazivnimi metodami, ki zahtevajo
endoskopijo in biopsijo, ter z neinvazivnimi metodami. Izbira testa je odvisna od klini¢ne
slike, razpolozljivosti testov ter od strodkov testiranja. Ze na primarni zdravstveni ravni se
priporo¢a uporaba neinvazivnih metod, predvsem dihalnega testa s secnino ali dolocitev
antigena H. pylori v blatu, saj so ti testi relativno poceni ter zanesljivi v smislu
obcutljivosti in specificnosti. Invazivne metode izvaja izkljuno specialist gastroenterolog
in se uporabijo v primerih, ¢e so prisotne krvavitve iz Zelodca, izguba teze, pri starejSih
pacientih z dispepsijo, pri bolnikih, kjer je vecja verjetnost za rakave spremembe Zelodca,
ter pri pacientih, pri katerih eradikacijska terapija ni bila uspeSna in je potrebna izbira
terapije po antibiogramu, oziroma ¢e se diagnoza postavlja prvi¢. Trenutno noben od testov
ne pokaZe neposredno stopnjo kolonizacije H. pylori v zelodcu, zato se, Ce je mogoce,
priporoca uporaba kombinacije vsaj dveh testov (14 , 17).

Uspeh zdravljenja je potrebno preveriti mesec ali ve¢ po zakljuCenem zdravljenju. Pred
tem bolnik en mesec ne sme jemati antibiotikov, 14 dni pred tem pa ne ZPC. Kot najboljso
metodo ugotavljanja uspeha zdravljenja se svetuje dihalni test s se¢nino (18), razen v
primerih z razjedo zelodca in MALT limfomom, ko je potrebna endoskopska kontrola s

histolosko analizo biopta (11 , 18).

1.4.1. NEINVAZIVNE DIAGNOSTICNE METODE

To so metode, ki niso povezane z endoskopijo zgornjih prebavil in so zato bolnikom
prijaznejSe (14). Delimo jih na direktne, kjer neposredno dolocamo H. pylori oziroma
bakterijske antigene, in na indirektne, kjer merimo metabolit ali beljakovino, ki nastane kot
odziv telesa na prisotnost H. pylori (5, 10, 19).
[ SEROLOSKE PREISKAVE:

So bile prve neinvazivne tehnike za doloCitev specifi¢nih protiteles proti H. pylori.
Prednost seroloskih preiskav je v njithovi preprosti in hitri izvedbi ter nizki ceni. Dolo¢anje
specificnih protiteles I[gG in IgA v serumu ne pokaZze, ali gre za trenutno ali preteklo

okuzbo, saj protitelesa vztrajajo v krvi dlje ¢asa. V primeru, da pacient v preteklosti ni
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prejemal antibiotiCne terapije, lahko ob prisotnosti imunoglobulinov sklepamo, da gre za
persistentno okuzbo (19). Njihova koncentracija se obicajno po uspeSnem zdravljenju
zmanjSa (20). Najve¢ se uporabljajo pri epidemioloskih raziskavah in pri presejanju
bolnikov z dispepti¢nimi tezavami, vendar se zaradi nizke natancnosti testov za dolocitev
serumskih H. pylori 1gG in IgA protiteles njihova uporaba v klini¢no-laboratorijski
diagnostiki opuSca (14). Novost na trziS¢u predstavlja pojem multipleksne seroloske
preiskave, kjer se uvajajo novi, obcutljivejSi in specificni seroloski testi za doloCitev
protiteles proti CagA, VacA in helikobakterskega s cisteinom bogatega proteina C (HcpC)
(14, 21). Uporabnost pepsinogena I in pepsinogena Il ter gastrina 17 pri opredelitvi
atrofi¢nih sprememb Zzelodca zaradi okuzbe s H. pylori Se ni potrjena, saj je njihova
koncentracija odvisna od starosti in spola okuzenega ter od stanja okuzbe (17 , 21).
e  DIHALNI TEST S SECNINO:

Doloca se ureazna aktivnost H. pylori tako, da se meri koli¢ina izotopsko oznacenega CO,
(PC ali "*C) v izdihanem zraku, ki nastane pri encimski razgradnji z izotopom ozna¢ene
seCnine. Dihalni test s se¢nino se uporablja za odkrivanje okuzbe s H. pylori in za
ocenjevanje uspe$nosti zdravljenja okuzbe. Za '*C-dihalni test s se¢nino je potrebna
relativno dostopna oprema (scintilograf), vendar se zaradi radioaktivnosti izotopa '*C
njegova uporaba ne priporoa pri otrocih in noseénicah. *C je neradioaktiven izotop
ogljika in zato varnejSi za uporabo v klini¢no-biokemijski diagnostiki, vendar je za
njegovo detekcijo potreben masni spektrofotometer, kar omejuje uporabo tega testa na
raziskovalne centre in laboratorije s terciarne zdravstvene ravni (14). Zanesljivost
dihalnega testa se poveta z dodatkom citronske kisline pred aplikacijo vsaj 75 mg "C-
seCnine in z merjenjem izdihanega zraka ne prej kot po 15 minutah po vnosu reagenta
seCnine (17 , 19, 21).
e  DOKAZOVANJE H. PYLORIV BLATU:

Je ena izmed novejSih diagnosti¢nih metod za doloCitev specifi¢nih antigenov, ki se po
okuzbi s H. pylori pojavijo v blatu. V testih se uporabljajo ali poliklonska ali monoklonska
protitelesa proti H. pylori (14), ki se po vezavi z antigenom doloc¢ijo z encimsko-imunsko
metodo (EIA) ali z imuno-kromatografsko metodo. Monoklonska protitelesa uporabljajo
novejsi testi in so usmerjena proti specificnim delom H. pylori, npr. flagelu. Metode
dolocanja antigena v blatu so obetavne, saj so cenovno dostopne ter zagotavljajo visoko
specificnost, obcutljivost in natancnost. Evropska Studijska skupina za helikobakter

(European Helicobacter Study Group) priporo¢a uporabo teh testov enakovredno z
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dihalnim testom s se¢nino pri odkrivanju okuzbe, medtem ko je za spremljanje uspesnosti
eradikacije njihova uporaba mozna kot nadomestna metoda (17 , 22).
e  DOKAZOVANJE H. PYLORI'V SLINI:

V slini lahko dolo¢imo protitelesa proti H. pylori, njeno DNA in ureazo s pomocjo
molekularnih tehnik (PCR, PCR-denaturacijska gradientna gelska elektroforeza) ter s
pomocjo HUT, imunohistokemije in PNA-FISH (fluorescence in situ hybridization using
peptide nucleic acid probes). Te preiskave ve¢inoma ne dajejo dobrih rezultatov so pa

zanimive zaradi enostavnega odvzema vzorca (17 , 23).

1.4.2. INVAZIVNE DIAGNOSTICNE METODE
Te metode so vezane na endoskopski pregled zgornjega dela prebavil in imajo prednost, da
lahko poleg ugotavljanja okuzbe tudi makroskopsko opredelijo okuzbo (14). Tehnologija
endoskopskega preiskovanja se vecinoma posluzuje svetlobne mikroskopije z belo
svetlobo, vendar se dandanes uporabljajo novejSe tehnike kot je ozko-pasovno slikanje s
povecevalno endoskopijo (narrow band microscopy coupled with magnifying endoscopy),
i-scan (image enhanced endoscopy system; slikovno ojacena endoskopija) in kontrastna
barvila (22) ter avtofluorescenca, s katerimi se lahko detektira tudi obseg atrofi¢nih
sprememb v Zelodcu (21). Porazdelitev H. pylori na Zelod¢éni sluznici je vecinoma
neenakomerna, zato se priporoca odvzem vsaj dveh biopticnih vzorcev iz razli¢nih delov
zelodénega antruma in korpusa, da se z zanesljivostjo potrdi oziroma zavrze prisotnost
okuzbe (5, 14, 17).

e HITRI BIOPTICNI UREAZNI TEST (HUT):
Temelji na ureazni aktivnosti bakterije H. pylori tako kot dihalni test s seCnino. Test je
odvisen od Stevila bakterij v vzorcu, zato je klju¢no pravilno vzorcenje med gastroskopijo.
Lazno negativne rezultate lahko dobimo pri pacientih s krvavitvami v Zelodcu, z
aklorhidrijo ter ob uporabi ZPC zaradi zvi$anja pH v Zelodcu v okolici bakterije. HUT
velja za osnovni test za dokazovanje okuzbe s H. pylori pri endoskopskih preiskavah
zgornjih prebavil, je hiter, visoko obcutljiv in specificen ter poceni (14 , 17).

[ FAZNO-KONTRASTNA MIKROSKOPIJA:
S pomoc¢jo fazno-kontrastnega mikroskopa se lahko Ze brez barvanja, takoj po odvzemu
biopti¢nega vzorca, prepricamo o prisotnosti bakterije na zelod¢ni sluznici.

[ HISTOLOSKA PREISKAVA BIOPTA:
Poleg ugotavljanja prisotnosti bakterije omogoca tudi ugotavljanje vrste, stopnje in

intenzivnosti bolezenskih sprememb. Obcutljivost te metode je odvisna od subjektivne
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ocene gastroenterologa glede izbora predela za vzorcenje. Vzorec biopta se lahko obarva
po razlicnih metodah, npr. s hematoksilin-eozinom ali srebrovim nitratom po Warthin-
Starryju ali s fuksinom in malahit zelenim po Gimenezu ali po Genti. NajveCkrat se
uporabljata modificirana metoda barvanja po Giemsi ali imunohistokemi¢na metoda, ki
velja za zlati standard pri doloCanju H. pylori (14).

e  BAKTERIJSKA KULTURA:
Omogoca spremljanje rasti bakterije na gojiScu (na klasi¢nih agaroznih ploscah, v krvnem
gojiscu ali na sintetiénem mediju) (22). To metodo se izkoris¢a za dolocanje obcutljivosti
bakterije za posamezne antibiotike pred uvedbo ciljane terapije po neuspesni antibioti¢ni
terapiji. Velja za eno izmed treh metod zlatega standarda, uporablja pa se tudi pri
epidemioloskih raziskavah (14).

e  MOLEKULARNE TEHNIKE:
Molekularne tehnike so uporabne predvsem v raziskovalne namene, pri epidemioloskih
Studijah in dolo¢anju seva H. pylori v izolatih ter za dolocitev prisotnosti cagA in vacA
gena ter mutacij, ki doprinesejo k odpornosti H. pylori na antibiotike (7 , 14). Uporabljajo
se predvsem verizna reakcija s polimerazo (PCR, polymerase chain reaction), verizna
reakcija s polimerazo v realnem casu (real-time PCR), fluorescen¢na in situ hibridizacija
peptida nukleinske kisline (PNA-FISH, peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization),
metoda reverzne hibridizacije (reverse hybridisation assay) in molekularno tipizacijske
metode. Vzorec je poleg biopta lahko tudi blato, iz katerega se izolira DNA H. pylori
(21, 22).

Trenutno ne obstaja idealen test za diagnozo okuzbe s H. pylori. Splos$no velja, da je izbira
testa odvisna od klini¢nih znakov ter dostopnosti in cene testa. Priporoca se uporaba vsaj
dveh razli¢nih testov za odkrivanje okuzbe ter enega za opredelitev uspesnosti zdravljenja
(7 , 14), vendar Evropska Studijska skupina za helikobakter priporoc¢a za zacetno diagnozo
okuzbe s H. pylori uporabo ali dihalnega testa s secnino ali dolocitev antigenov v blatu
(19). Pozornost je potrebna pri interpretaciji rezultatov, saj na vecino diagnosti¢énih metod
negativno vplivajo zdravila, ki zatirajo bakterijsko populacijo. Zato velja, da se antibiotike

preneha jemati vsaj 4 tedne in ZPC vsaj 1 teden pred testiranjem (24).

13



1.5. ZDRAVLJENJE OKUZBE S HELICOBACTER PYLORI

Zdravljenje okuzbe H. pylori je kompleksno in poteka po priporoCenih shemah, ki
zajemajo kombinacijo zaviralca protonske ¢rpalke (ZPC) in antibiotikov. Uspeh
zdravljenja z neko antimikrobno shemo je odvisen od rezistence H. pylori na antibiotike in
sodelovanja bolnika pri zdravljenju ter od njegovega indeksa telesne teze in kajenja
(17, 25).

Prva priporocila za zdravljenje okuzbe s H. pylori so bila sprejeta 1994 na konferenci
AmeriSkega nacionalnega zdravstvenega inStituta, vendar so Sele od 1996, s sprejemom
Maastrichtskih priporo€il, v veljavi Evropska priporocila, na katerth so osnovane
posamezne nacionalne smernice. Leta 1997 je Slovensko zdruZenje za gastroenterologijo
in hepatologijo sprejelo prva priporocila glede zdravljenja okuzbe H. pylori (11). Druga
dopolnjena priporocila so bila sprejeta 2010 zaradi vse vecje odpornosti H. pylori na
antibiotike (26).

Splosna priporoéila navajajo kot terapijo prvega reda klasi¢no trotirno terapijo (ZPC in 2
antibiotika: amoksicilin in klaritromicin ali metronidazol ali tinidazol), oziroma sekven¢no
zdravljenje (ZPC, amoksicilin in nato ZPC, klaritromicin, metronidazol ali tinidazol 10
primeru neuspeSnega zdravljenja s terapijo prvega reda se kot drugo zdravljenje lahko
svetuje §tiritirno zdravljenje z bizmutom (ZPC, koloidni bizmut subcitrat, oksitertraciklin,
metronidazol 10 dni) ali zdravljenje po antibiogramu. V primeru, da tudi drugi poizkus
zdravljenja ni uspesen, se kot tretjo shemo predlaga trotirno terapijo z levofloksacinom
(ZPC, amoksicilin, levofloksacin) (17 , 18 , 25, 27).

Zaradi razlicne uspeSnosti zdravljenja in prisotnosti rezistence na antibiotike Se ni
doreceno, katero zdravljenje je idealno. V drzavah, kjer je rezistenca H. pylori na
klaritromicin vi§ja kot 15-20 %, se klasi¢na trotirna shema s klaritromicinom naj ne bi ve¢
uporabljala oziroma se klaritromicin nadomesti z drugim antibiotikom (metronidazolom).
V primeru rezistentnosti na metronidazol ve¢ kot 40 %, se njegova uporaba odsvetuje. V
primeru alergije na penicilin, pa je potrebno amoksicilin zamenjati z metronidazolom
oziroma klaritromicinom (26). Zato je pomembno, da se v vsaki drZavi spremlja rezistenca
H. pylori na antibiotike (18 , 27). V Evropi je ocenjena rezistenca na klaritromicin med 1
in 21,3 %, na metronidazol pa med 14,4 in 38 % (26). V Sloveniji se je rezistenca H. pylori

na antibiotike v zadnjih desetih letih povecala; leta 1999 je bilo na klaritromicin
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rezistentnih 3,7 % in na metronidazol 18,5 % bakterije, medtem ko je leta 2009 ze 17,5 %
H. pilory odpornih na klaritromicin in 18,6 % na metronidazol (26). Po zadnjih objavljenih
podatkih za Slovenijo iz leta 2012 je rezistenca H. pylori na klaritromicin 16 %, za
metronidazol 29 % in za levofloksacin 10 % (18). Zaradi tega je Slovensko zdruZenje za
gastroenterologijo in hepatologijo leta 2010 sprejelo nove smernice za zdravljenje okuzbe s

H. pylori, ki so povzete na sliki 3.

Zatetno zdravljenje okuZbe H. Pylori

l 7 dni
ZPC

S Klaritromicin

Jesshosto < s

zdravljenje z Amoksicilin neuspeino

mtihiohh" o ) zdravljenje
i 7 dni BEVOER e

ZzpC
Metronidazol
Amoksicilin

Sekundarno zdravljenje okuzbe H. Pylori

10 dni 10 dni 5+ 5dni 10 dni
usmerjeno zdravijenje zrc sekvenéno zdravljenje ZPC
po antibiogramu Koloidni bizmut Amoksicilin
Metronidazol 5 dni Levofloksacin
Oksitetraciklin zrC Rifabutin
Amoksicilin Furazolidon
S dni
zrC

Klaritromicin
Metronidazol

Slika 3: Shemati¢ni prikaz uporabe shem za zdravljenje okuzbe s H. pylori
v Sloveniji (povzeto po (26)).

Ocenjujejo, da je uspesnost zdravljenja po terapiji prvega izbora med 57 in 80 % (18 , 26),
zaradi vse veCje rezistence bakterije na antibiotike in (ne)sodelovanja bolnika pri
doslednem sledenju terapije (26). UspeSnost zdravljenja je mozno izboljSati z zviSanjem
odmerka ZPC (tudi do 6-10 %) ali s podaljSanjem trajanja zdravljenja (za 4 % za 10-
dnevno zdravljenje in za 5-6 % za 14-dnevno zdravljenje) (18). Kljub temu se e vedno v
Evropi in na Japonskem priporoc¢a 7-dnevno zdravljenje po shemi prvega reda, medtem ko
v ZDA priporo¢ajo 10 do 14 dnevno zdravljenje (17). V Italiji uporabljajo sekvencno
zdravljenje kot terapijo prvega izbora, s katero so dosegli uspesnost do 91,3 %, saj je
dokazano uspesnejSa terapija od klasi¢ne trotirne pri rezistenci H. pylori na klaritromicin
(26).

Kljub uspes$ni eradikaciji H. pylori obstaja Se vedno moznost reinfekcije ter razvoj
dolgoroc¢nih posledic okuzbe (gastritis, ulkus, Zelod¢ni rak), zato se dandanes raziskujejo
moznosti razvoja cepiva. S cepivom bi se lahko zas¢itilo otroke pred 15 letom starosti in se
s tem preprecila okuzba oziroma tudi pozdravila obstojeca okuzba, Ce je Ze prisotna. V ta

namen se razvijajo cepiva, ki vklju€ujejo ustrezni bakterijski antigen (ureazni antigen ali
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CagL protein) in varen sluznini adjuvans, ki sprozi nastanek protiteles v sluznici
(ogljikohidrat iz toksina Clorele, proteini toplotnega Soka (HSP, heat shock proteins). Za
mesto aplikacije takega cepiva se preucuje moznost oralne, sublingvalne ali respiratorne
aplikacije (28 , 29). Tezave z razvojem cepiv so se pokazale pri prouCevanju imunskega
odziva otrok, ki je drugacen kot pri odraslih, ter z dokazi, da H. pylori cepivo lahko vpliva
na uc¢inek drugih cepiv (28).

Poznani pa so tudi poizkusi zdravljenja okuzbe s H. pylori z uporabo naravnih sestavin z
antimikrobnimi lastnostmi oziroma uporabo le-teh kot prehrambni dodatek ob terapiji z
antibiotiki. NajuspesSnejSe delovanje proti-H. pylori imata ¢rna kumina (s protivnetnim,
antimikrobnim, antikancerogenim ter izrazito antiulceroznim delovanjem) in prunus mume
(japonska marelica), ki zmanjSa gibljivost bakterije in zato deluje preventivno ter omejuje
migracijo in kolonizacijo H. pylori v Zelodcu. Ostali naravni produkti, ki jih je ¢lovek
uporabljal ze v zgodovini pri lajSanju gastrointestinalnih tezav, kot so kurkuma, cimet,
propolis, brusnice, brokoli in olivno olje, nimajo Se jasno doloCenega mehanizma
delovanja in je njihova ucinkovitost razlicna glede na doze in ¢as jemanja (30). Ucinek
probiotikov dokazano zmanjSa vnetne procese ob okuzbi s H. pylori ter manjSa obseg
kolonizacije bakterije ter omili stranske ucinke eradikacijske terapije. Zato se priporoca
jemanje probiotikov na daljSi rok ob tezavah pri okuzbi ali kot dodatek med eradikacijsko
terapijo (25, 31). Poznani so tudi rastlinski ekstrakti z inhibitornim u¢inkom na ureazo
(Cesen, cCebula, por, brsticni ohrovt, sladki koren, kumina itd.) in se preucujejo kot
potencialna nadomestna zdravljenja oziroma v preventivi pri razvoju bolezenskih

sprememb zaradi okuzbe s H. pylori (32).
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2. NAMEN DELA

Namen naloge je pregled vseh neinvazivnih testov, ki se uporabljajo pri spremljanju
bolnikov, okuzenih s H. pylori in se izvajajo v laboratorijih Klini¢nega inStituta za klini¢no
kemijo in biokemijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana, ter njihova medsebojna
primerjava. Pregledali bomo dosedanje ugotovitve v objavljenih Studijah, kjer so primerjali
posamezne diagnosticne teste med seboj, ter preverili, ali se rezultati skladajo tudi v
skupini pacientov, ki smo jo proucevali v magistrski nalogi. Kot referen¢ne bomo uporabili
rezultate dihalnega testa s secnino in hitrega ureaznega testa ter preverili primerljivost,
specificnost in obcutljivost doloc¢itve antigena H. pylori v blatu, antigena v slini in

seroloske dolocitve protiteles v krvi.

Na opazovani skupini pacientov bomo poskusili doloc€iti, kateri laboratorijski testi za
doloc¢itev okuzbe s H. pylori so najbolj zanesljivi, katera je najboljSa metoda za diagnozo
okuzbe s H. pylori oziroma ali je potrebno uporabiti ve¢ testov hkrati in opredeliti, katera

kombinacija testov nam bo dala ustrezen rezultat.

Na opazovani skupini pacientov bomo preverili tudi katere eradikacijske sheme se
uporabljajo pri zdravljenju v Sloveniji, katera je najpogosteje uporabljena ter ali se njihova
uporaba sklada s priporocili Slovenskega zdruzenja za gastroenterologijo in hepatologijo
(18). Nadalje bomo preverili u€inkovitost eradikacije glede na opravljene laboratorijske

teste ob kontrolnem pregledu pacienta.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCENJE IN PRIDOBIVANJE PODATKOV

Zbrali smo rezultate pacientov, ki so bili med leti 2010 in 2012 obravnavani na Klinicnem
oddelku za gastroenerologijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana in so imeli
laboratorijske analize izvedene v laboratorijih Klini€nega instituta za kliniéno kemijo in
biokemijo. Obravnavo pacientov je odobrila komisija za medicinsko etiko pri Ministrstvu
za zdravje RS §t. 120 04/10: Primerjava neinvazivnih metod pri ugotavljanju okuzbe s
Helicobacter pylori; 19. maj 2010.

Vsi pacienti niso bili obravnavani enako, zato pri vseh opazovanih primerih nimamo
podatkov za vse laboratorijske teste. Ne glede na to smo vrednotili paciente kot pozitivne
glede na priporocila za zlati standard ter glede na rezultate dihalnega testa s se¢nino.
Retrospektivno smo pridobili podatke o uporabljeni terapiji in spremljali rezultate
laboratorijskih preiskav za opredelitev uspesnosti eradikacijske terapije pri nadaljnjih

pregledih.

3.2. UPORABLJENE DIAGNOSTICNE METODE

Pri naSem delu smo opazovali rezultate osmih razli¢nih diagnosti¢nih testov, ki se
uporabljajo v diagnostiki okuzbe s H. pylori. Hitri ureazni test je edini med opazovanimi,
ki se izvede s pridobitvijo vzorca med gastroskopijo, in je v nasi nalogi skupaj z rezultati
histologije in dihalnega testa s se€nino predstavljal referencni test. Dihalni test s se¢nino je
pylori, vendar je zaradi zahtevne tehnologije in visoke cene tezje dostopen laboratorijem
na primarni zdravstveni ravni. Dolo¢itev antigena v blatu je vse bolj uporabljana metoda z
enostavno pridobitvijo bioloskega vzorca za analizo. Opazovali smo dva hitra kvalitativna
testa in semiavtomatizirani kvalitativni test dolocitve antigena H. pylori v blatu. Dolocitev
ureazne aktivnosti v slini je hiter in enostaven test, vendar se dandanes Se ni uveljavil v

rutinski laboratorijski diagnostiki. Analiza specificnih serumskih protiteles je hiter in
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enostaven laboratorijski test, vendar se danes njegova uporaba opusca, saj so na trziScu

prisotni bolj specifi¢ni in obcutljivejsi testi za spremljanje in dolocitev okuzbe s H. pylori.

3.2.1. HITRI UREAZNI TEST BIOPTA PO GASTROSKOPIJI

Helicobacter pylori Quick Test proizvajalca BIOHIT
OYJ (Finska) je hitri ureazni test za kvantitativno
diagnostiko okuzbe s H. pylori. Temelji na sposobnosti
bakterijskega encima ureaze, da razgradi se¢nino
prisotno v testnem gelu, ob tem pa poraste pH
vrednosti medija in posledicno se spremeni barva
indikatorja fenol rdece iz rumene v roZnato. Hitrost

reakcije je premosorazmerna koncentraciji H. pylori v

vzorcu (33).

Testni komplet vsebuje 50 Ze pripravljenih testnih

|
NEGATIVEN HUT POZITIVEN HUT

Slika 4: Slikovni prikaz pozitivne in
negativne reakcije medija za dokaz
ureazne aktivnosti biopta.

plos¢ic za analizo in vdolbino z rumenim indikatorskim gelom (33).

Biopsijski vzorec se odvzame iz antruma Zelodca,
vendar se za zagotavljanje vecje obcutljivosti testa
priporoca testiranje veC biopsijskih vzorcev. Pred
izvedbo testa je potrebno vzorec sluznice nezno
obrisati s sterilno gazo, da se odstrani kri, ki bi lahko
motila potek reakcije. V vdolbino na plosCici se
nanese vzorec sluznice in inkubira 1 do 2 minuti pri
sobni temperaturi. Spremembo barve se oceni s
pomocjo legende na ploscici: ¢e pride do spremembe
barve iz rumene Vv intenzivno roznato, je test
pozitiven, v nasprotnem primeru nadaljujemo z
inkubacijo $¢ 30 minut. Ce se tudi v tem &asu ne

razvije roznata barva, je test negativen. Lazno

1-2 min

D

max. 30 min

= ) NEGATIVEN

° POZITIVEN

Slika 5: Shematski prikaz ploscice za
HUT (povzeto po (33)).

negativni rezultati se lahko pojavijo, ¢e je bolnik jemal antibiotike ali zaviralce protonske

¢rpalke Se 2 do 4 tedne pred izvedbo testa (33).

Proizvajalec navaja, da je specificnost testa 88 %, obcutljivost 94 %, PNV 89% in NNV

93% glede na rezultate histologije in bakterijske kulture pri 120 primerih (33).
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3.2.2. DIHALNI TEST S SECNINO

Helicobacter Test INFAI® proizvajalca INFAI GmbH (Nem¢ija) temelji na sposobnosti H.
pylori, da lahko z encimom ureaza razgrajuje
seCnino. Je neinvaziven in neradioaktiven test
za odkrivanje infekcij z bakterijo H. pylori,
saj uporablja reagent secnine, oznacen z
izotopom °C, in je zato primeren tudi za
nosecnice in otroke. Test se praviloma

opravlja vsaj 4 tedne po konc¢ani eradikacijski

terapiji, saj v nasprotnem primeru dobimo

laZzno negativne rezultate (35 , 34).

Slika 6: Slikovni prikaz testnega kita Test
INFAI® (povzeto po (34)).

Pacient mora pred zacetkom testa zauziti 200
mL 100% pomaranénega soka ali 1 g
citronske kisline v 200 mL vode, da se upocasni praznjenje zelodca, kar poveca kontaktni
cas med bakterijo in oznaCeno secnino ter omogocCi optimalno razporeditev reagenta
seCnine po zelodcu. V vodi raztopimo 75 mg praska se¢nine (oziroma 45 mg za otroke med
3 in 11 letom). Pri celotnem postopku vzor¢enja je pomembno, da se epruveta z zbirnim
izdihanim zrakom zamasi takoj, saj ¢e ostane odprta ve¢ kot 30 sekund, bo izid testa lahko
napacen. Obvezno je, da pacient vsaj 6 ur ne uziva nobene hrane ter vsaj 4 tedne ne
prejema antibiotikov in 2 tedna zaviralcev protonske Crpalke. Porast izotopa “C v
izdihanem zraku dolo¢imo z masnim spektrometrom (IRMS — isotope ratio mass
spectrometry). Masni spektrometer mora imeti moznost veckratne ponovitve analize istega
vzorca, nastavitev razmerja med "°C in '*C glede na standard PDB (Pee Dee Belemnite) ter
mora ustrezati zahtevam za linearnost ( < 0,5 %o za vzorce izdihanega zraka v razli¢nih
koncentracijah med 1 % in 7 % CO,), stabilnost ( < 0,2 %o pri 10 zaporednih pulzih) in
natanénost meritev (< 0,3 %o pri obi¢ajni naravni prisotnosti °C, z uporabo 10 mL
epruvete s 3 % CO; v izdihanem zraku) (35 , 34).

Oznacena se¢nina se po zauZzitju razsiri v zelod¢no sluznico. Ob prisotnosti H. pylori se
BC-se¢nina presnovi z ureazo, ki jo izlo¢a bakterija. Ogljikov dioksid, ki nastane, preide v
kri ter se od tu v obliki hidrogenkarbonata prenese v pljuca in sprosti v izdihanem zraku
kot *CO,. Razmerje med "*C in '*C-ogljikovimi izotopi se znatno spremeni ob prisotnosti
H. pylori, zato kot rezultat podamo razliko med koncentracijo *C pred in 30 minut po

zauZitju testne raztopine. V odsotnosti bakterijske ureaze se bo vsa koli¢ina zauzite se¢nine
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po absorpciji iz prebavil presnovila enako kot endogena se¢nina. Amonijak, ki nastane z
bakterijsko hidrolizo, se vklju¢i v presnovo v cikel se¢nine v obliki NH4*. Normalno je v
izdihanem zraku prisoten 1 % "°C glede na celoten izdihan CO,. Se¢nina s *C izotopom je
telesu znana snov. Koli¢ina "*C izotopa v &loveskem telesu je priblizno 2 g/kg, povpreden
vnos pa 2-3 g/dan. Zato vnos 100 mg s "°C oznalene se¢nine, ki je ekvivalentna 21 mg °C
izotopa, predstavlja le 1 % dnevnega vnosa “C izotopa. Prav tako je 100 mg s "C
oznacCene se¢nine malo glede na dnevno sintezo senine v organizmu, ki je 20-30 g/dan.
Se¢nina je v takS$nih koli¢inah netoksicna. Tudi koli¢ina amonijaka, ki nastane, je
premajhna, da bi povzro¢ala toksi¢ne uginke. Tako "*C kot "*C se¢nina sta normalno v
telesu prisotna v veliko vecji koli¢ini kot se uporabljata v tem testu. Absorpcija in
porazdelitev *CO; sta hitrejsi od reakcije ureaze, zato je razkroj >C-se¢nine z bakterijsko
ureazo stopnja, ki omejuje hitrost celotnega postopka (35 , 34).

Mejna tocka za razloCevanje na H. pylori negativen ali pozitiven test je dolocena kot Ao-

vrednost 4 %o (35 , 34).

pacient spije reagent s "C-se¢nino,
ki se v Zelodu, ob prisotnosti ureaze
H. pylori, cepi na H,,CO, in NH,

H"CO, se preko krvnega obtoka

; prenese do pljué

{ : H"CO, se iz pljué izlo&i z

‘ . izdihanim zrakom kot “CO,
izdihani “CO, ulovimo v zbirno

epruveto in izmerimo koli¢ino
“C z masnim spektrofotometrom

Slika 7: Shematski prikaz metabolizma '*C-se¢nine pri dihalnem testu
s se¢nino za dokaz okuzbe s H. pylori.

Testni komplet Helicobacter Test INFAI® vsebuje: 10 mL-kozar&ek s 75 mg praska s °C-
seCnine, oznaceni stekleni (ali plasti¢ni) epruveti za zbiranje, shranjevanje in prenasanje
vzorcev izdihanega zraka za analizo, upogljivo slamico za zbiranje vzorcev izdihanega
zraka, spremni list za dokumentacijo bolnika in navodilo za uporabo (35), (34).

Test je visoko obcutljiv in specifiCen, saj ima ureazno sposobnost v zelodcu le H. pylori.
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V primerjavi z biopticno diagnostiko okuzbe s H. pylori je dihalni test v klini¢nih
preizkusanjih na 457 bolnikih dosegel obcutljivost od 96,5 % do 97,9 % (95 % interval
zaupanja, 1Z: 94,05 % - 99,72 %) in specifi¢nost od 96,7 % do100 % (95 % 1Z: 94,17 % -
103,63 %) (35 , 34).

3.2.3. KVALITATIVNI TEST DOLOCITVE ANTIGENA H. PYLORI V BLATU Z ELISA METODO

Liaison® H. pylori test proizvajalca DiaSorin (Italija) je kemiluminiscentni test, namenjen
za kvalitativno dologitev H. pylori v &loveskem blatu na analizatorju Liaison” Analyzers.
Test se uporablja pri diagnozi in spremljanju okuzbe s H. pylori, za njegovo interpretacijo
pa je potrebno upostevati tudi druge klini¢ne in laboratorijske podatke (36).

Gre za modificiran  dvostopenjski,
dvostranski sendvi¢ test, v katerem so
uporabljena monoklonska protitelesa proti
H. pylori. Vzorec se po odvzemu v
primeren vsebnik prenese v epruveto za
ekstrakcijo z diluentom. Vzorec blata se
lahko shrani do 3 dni pri 2 - 8 °C oziroma
pri -20 °C =za dlje casa. 200 pL

1ka &: alizator Liaison 1a50rin
Slika 8: Anali Liaison™ (DiaSori

centrifugirane vzoréne mesanice se prenese (povzeto po http:/www.diasorin.com).
na analizator, kjer poteCe vezava antigena o ""éi ii}i'_i?'"'ii

.. . . . llﬁli ] !.{:_; -
H. pylori 1z vzorca na lovilna protitelesa, e ‘==

¥ ==0 a
vezana na paramagnetne delce. Po W
inkubaciji se dodajo z izoluminolom Slika 9: Reagenéni integral, ki vsebuje meSanico
. . . . magnetnih delcev s protitelesi proti antigenu

oznaCena protitelesa, usmerjena proti H. H. pylori (povzeto po http://www.diasorin.com).

pylori antigenom iz vzorca. Po drugi

inkubaciji se vsa nevezana protitelesa sperejo, da se zmanjSa vpliv motec¢ih substanc. Z
dodatkom starter reagenta se sprozi kemiluminiscentna reakcija. Nastala svetloba se meri
na fotopomnoZevalki v relativnih svetlobnih enotah (RLU — relative light units) in je
premosorazmerna s koncentracijo H. pylori antigena v vzorcu blata. Pred izvedbo analize
je potrebno izvesti analizo kontrolnih vzorcev, da se zagotovi ustrezen potek analizne
reakcije. Kalibracija testa se izvede vsaki€, ko se uporabi novo serijo reagencnih
integralov, ko rezultati kontrolnih vzorcev izpadejo iz priporoCenega obmocja ali po

servisnih posegih na analizatorju. Analizator po opravljeni meritvi analize sam izracuna
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vrednost rezultata kot indeks. Razmejitvena vrednost med pozitivnim in negativnim
rezultatom je 1,0 (vzorcem z vrednostjo indeksa >1,0 je s tem testom dokazana prisotnost

H. pylori antigenov) (36).
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reakcijska kiveta z dodanim dodatek raztopine vzorca blata dodatek protiteles proti
reagentom s protitelesi proti v katerem so prisotnantigeni H. pylori antigenu
H. pylori antigenu vezana H. pylori in vezava antigena s oznadenih z izoluminolom

na magnetne delce protitelesi na magnetnih delcih

v reakeiji z luminolom
se tvori svetloba, ki jo
izmerimo

dodatek starter reagenta
z vodikovim peroksidom,
ki reagira z luminolom

spiranje vseh nevezanih protiteles:
vzpostavi se magnetno polje,

da med spiranjem vsa na magnetne
delce vezana protitelesa in

H. Pylori antigen ostanejo v
reakcijski kiveti

Slika 10: Shematski prikaz vezave protiteles in antigena pri doloc¢itvi H. pylori protiteles v vzorcu blata s H.
pylori Liaison reagen¢nim kitom.

Za izvedbo analize z Liaison” H. pylori test so potrebni: reagenéni integral z raztopino
magnetnih delcev prekritih z monoklonskimi protitelesi proti H. pylori antigenu iz blata in
konjugatom monoklonskih protiteles z izoluminolom, kalibracijski raztopini, kontrolni
vzorci, raztopina za redenje vzorca blata, Liaison” ekstrakcijske epruvete, navodila za
delo ter sistemski reagenti za analizo na Liaison” analizatorju. Pred uporabo reagenénega

integrala je potrebno magnetne delce resuspendirati z rahlim meSanjem, da se prepreci

nastanek pen v reagentu (36).
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V epruveto za ekstrakceijo Sistem za ekstrakcijo Vzorec se dobro Centrifugiranje Sistem za ekstrakcijo  Sistem za ekstrakcijo
se doda raztopino diluenta  blata se tesno zapre. pomesa z raztopine vzorca  blata obrnemo in odmasimo, modri
in vzorec blata. diluentom. blata 10 min ponovno filter zavrZemo in
pri 2000 g. centrifugiramo amaliziramo bister

1 min pri 200 g. supernatant,

Slika 11: Priprava vzorca blata z DiaSorin Liaison® sistemom za ekstrakcijo blata (povzeto po (36)).

Karakteristike testa je proizvajalec testiral v sklopu 201 italijanskih pacientov, ki so bili
endoskopsko pregledani pred in po eradikacijski terapiji. Pred eradikacijo so dolocili
celokupno napovedno vrednost 97,0 % (95 % 1Z: 93,6 % - 98,6 %), po eradikaciji pa 96,7
% 895 % 1Z: 88,7 % - 99,0 %). Primerjava Liaison™ H. pylori testa z drugim ELISA
testom za doloCitev antigena H. pylori v blatu je pokazala celokupno napovedno vrednost
99,7 % (95 % 1Z: 99,7 % - 99,9 %). Ponovljivost testa znotraj serije je definirana s 3 % CV
(koeficientom variacije) za negativne ter z 2 % CV za pozitivhe vzorce znotraj serije
oziroma 8 % CV za negativne ter s 4 % CV za pozitivne vzorce, analizirane med serijami

(36).

3.2.4. HITRI TEST ZA DOLOCITEV ANTIGENA H. PYLORI V BLATU 1

Test DIMA® H. pylori Rapid Test Device proizvajalca MKBio (Neméija) je enostaven in
hiter imunokromatografski test za kvalitativno dolocanje H. pylori antigena v ¢loveskem
blatu. Prisotnost antigenov H. pylori se zazna s pomocjo specificnih protiteles proti H.
pylori, ki so nanesena na reagenénem nosilcu. Test DIMA® pokaZe hitre spremembe
prisotnosti okuzbe s H. pylori, zato je primeren za uporabo pri dolo€itvi Ze prisotne ali
ponovne infekcije ali pri spremljanju uspesnosti eradikacije (37).

Po dodatku vzorca blata v pufru se specifi¢na, barvno oznafena protitelesa vezejo na
prisotne bakterije H. pylori v vzorcu. Ti kompleksi potujejo po membrani po principu
kapilarnega vleka in se vezejo z drugimi specificnimi protitelesi, ki so naneSena na
indikatorskem polju. Ce v vzorcu ni prisotne H. pylori, se barvno oznadeno protitelo ne
more vezati na obmocje indikatorskega polja in ni vidne pozitivne reakcije. V kontrolnem
polju se mora vedno prikazati obarvano polje, saj sluzi kot notranja kontrola reagenta kot
dokaz, da je bila dodana zadostna koli¢ina vzorca in da je bil dosezen zadosten kapilarni

vlek v nosilcu (37).
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Testni komplet DIMA® vsebuje testne plo¢ice, zbiralne posodice za vzorce blata s pufrom
za red¢enje in navodila za uporabo (37).

Ob vzorcenju mora pacient paziti, da vzorec blata ne pride v stik z e

vodo v straniS¢ni Skoljki, da se prepre¢i razredCitev vzorca ali Jima

H. pylori

kontaminacija z detergenti. Vzorec se odvzame z Zlicko, umesceno v

pokrovcku zbiralnega vsebnika na vsaj treh razlicnih mestih fekalne

mase. Napolni se priblizno polovica zbiralne posodice, nato se jo

TESTNA
CRTA

dobro zatesni ter pretrese, da se vsebina zmeSa s pufrom. Vzorec se o

pozitivnih testih

lahko hrani na hladnem 1 — 2 dni, pred analizo pa ga postavimo na

sobno temperaturo. Na okroglo vzoréno polje testne plos€ice se nanese

VZORCNO
POLJE

““““““

2 do 3 kapljice raztopine vzorca z neZnim pritiskom na stene zbiralne

posodice. Izogniti se je potrebno nanosu zraénih mehurékov, &e so Slika 12: Slikovni
prikaz reagencne
prisotni v raztopini vzorca. Rezultat se od¢ita po 10 minutah (po plos¢ice hitrega
testa DIMA®
daljSem casu je interpretacija testa neustrezna) in sicer po spodnji (povzeto po (37).
shemi (37):

e pozitiven rezultat: na membrani se pojavita dve razlicno obarvani Crti, ena v
kontrolnem polju C in druga v testnem polju T,
e negativen rezultat: v reakcijskem polju se pojavi ena kontrolna ¢rta v kontrolnem
polju C, medtem ko testno polje, oznaceno s ¢rko T, ostane neobarvano,
e neveljaven rezultat: popolna odsotnost obarvane kontrolne ¢rte ne glede na
prisotnost testne Crte.
Intenziteta barve v testnem polju T variira odvisno od koncentracije H. pylori antigenov, ki
so prisotni v vzorcu, vendar tega rezultata ni mo¢ kvantitativno ovrednotiti. Tudi sama
odsotnost barve v testnem polju Se ne izkljuCuje okuzbe s H. pylori, zato je potrebno pri
interpretaciji rezultatov DIMA® H. pylori testa vedno upoitevati celostno klini¢no sliko in
rezultate ostalih laboratorijskih preiskav. Antibiotiki, zaviralci protonske crpalke in
bizmutovi pripravki inhibirajo rast H. pylori. Negativni testni rezultati, pridobljeni med ali
takoj po eradikacijski terapiji, so lahko nezanesljivi, ker se lahko koli¢ina bakterij prevec
zmanjSa za detekcijo s testom. V tem primeru je dobro H. pylori test ponoviti dva tedna po
koncani terapiji (37).
V kliniéni tudiji so primerjali DIMA® H. pylori test s komercialno dostopnim ELISA

testom in dobili naslednje karakteristike: za diagnosticno obcutljivost 82,1 %, diagnosti¢no
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specificnost 96,9 %, pozitivno napovedno vrednost 91,4 %, negativno napovedno vrednost

93,1 % in ponovljivost 92,6 % (37).

3.2.5. HITRI TEST ZA DOLOCITEV ANTIGENA H. PYLORI V BLATU 2

Test H&R® Helicobacter pylori v blatu proizvajalca Vegal Farmaceutica S.L. (Spanija) je
hiter enostopenjski test, namenjen za diagnosti¢ne ali raziskovalne namene za kvalitativno
doloCanje antigena H. pylori v Cloveskem blatu. Test temelji na principu
imunokromatografije in deluje po principu kapilarnega vleka (38).

V nosilni ploS¢ici je vstavljena vpojna blazinica, ki ima testno obmocje prekrito z
monoklonskimi protitelesi proti antigenu H. pylori. Po dodatku raztopine vzorca in pufra
le-ta potuje s pomocjo kapilarnega vleka po reagencni blazinici. V primeru, da so v vzorcu
prisotni antigeni H. pylori, se bodo vezali z anti — H. pylori protitelesi ter obarvali
indikatorsko podroc¢je. Ob testnem podrocju je Se kontrolno podrocje, ki sluzi kot kontrolna
reakcija med vzorcem in protitelesi na plos¢ici kot dokaz, da je bila dodana zadostna
koli¢ina vzorca, in potrdilo, da je bil dosezen pravilen kapilarni vlek v testni ploscici (38).
Testni komplet H&R® H. pylori v blatu vsebuje vse komponente za izvedbo enkratne
analize: testne plos¢ice, navodila za uporabo, epruvete za odvzem, ekstrakcijo in nanos
vzorca in raztopino pozitivne kontrole (38).

Za izvedbo H&R™ testa je potrebno zagotoviti zadostno koli¢ino vzorca blata, t.j. 1-2 g
oziroma 1 mL tekoCega blata, ki je odvzeto v Cisto, suho posodico, brez konzervansov ali
transportnega medija. Vzorci se lahko pred analizo hranijo od 1 do 2 dni pri temperaturi od
2 do 4 °C ali pri -20 °C za dlje €asa, vendar jih je pred analizo potrebno pustiti, da dosezejo
sobno temperaturo. V epruveto za ekstrakcijo in nanos je potrebno prenesti zadostno
koli¢ino vzorca (okoli 250 mg) z zlicko, ki je pritrjena na zamasku epruvete oziroma
tekoCe vzorce se aspirira s kapalko. Vzorce se v epruveti dobro pomesa z 250 uL pufra in

nato se nastalo raztopino nanese na vzor¢no polje testne ploscice (4 kapljice oziroma 100

uL).
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0 A Rezultate od&itamo po 10 minutah .
Vzorlenje MeSanje vzorca Zalomimo vrh  Raztopino vzorca
blata blata s pufrom. epruvete. nanesemo na

testno ploicico.

Slika 13: Shematski prikaz postopka priprave vzorca blata in analize s H&R" testom (povzeto po (38)).

Rezultate od¢itamo 10 minut po aplikaciji raztopine vzorca in interpretiramo po spodnji
shemi (38):

e pozitiven rezultat: na testni plos¢ici se pojavita dve rdeci ¢rti - v testnem polju,
oznacenem s ¢rko T, in v kontrolnem polju, oznacenem s ¢rko C,

e negativen rezultat: na testni plosc¢ici se pojavi le ena rdeca ¢rta v kontrolnem polju,
oznacenem s ¢rko C,

e neveljaven rezultat: popolna odsotnost rdece kontrolne Crte ne glede na prisotnost
rdece testne Crte zaradi nezadostne koli¢ine vzorca, nepravilnega postopka izvedbe
testa ali razpada reagenta.

Prevelika koli¢ina vzorca lahko povzro¢i napacne rezultate (pojav pasov rjave barve) in jih
je potrebno razredCiti s pufrom ter ponoviti test. Negativen rezultat v nobenem primeru ne
izklju¢uje moznosti okuzbe s H. pylori (38).

S H&R™ testom ni mogo&e dologiti kvantitativne vrednosti prisotnih antigenov H. pylori v
vzorcu ali stopnje spremembe koli¢ine H. pylori antigena v vzorcu. Rezultate H&R® H.
pylori testa je potrebno vedno vrednotiti skupaj s klinicnimi znaki in v kombinaciji z
drugimi diagnosti¢nimi testi (38).

H&R™ H. pylori test so primerjali z razlinimi metodami za dolo¢anje okuzbe s H. pylori
(bakterijska kultura, dihalni test s se€nino in hitri ureazni test) in ugotovljena je bila vec
kot 92 % toc¢nost. Primerjava z EIA testi je dala ve¢ kot 99% obcutljivost in ve¢ kot 99%

specificnost (38).

3.2.6. KVALITATIVNA DOLOCITEV H. PYLORI UREAZE V SLINI

dBest One Step H. pylori Saliva Test Disk je enostaven, enostopenjski
imunokromatografski test za hitro, kvalitativno detekcijo ureaze prisotne ob infekciji s H.
pylori v endoskopski biopsiji ali slini. Test uporablja specificna protitelesa za selektivno

identifikacijo H. pylori ureaze (39).
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Testni set sestoji iz kompleta za enkratno analizo enega vzorca: HP-Saliva testna ploscica,

posodica za zbiranje sline in navodila za uporabo (39).

S

7 dre :
<A . -
Odvzem vzorca sline Prenos vzorca sline Vzorec sline se N:}':_‘;Z [:I':I:.Zivgﬁgsoraﬁzg"&c

. o A = i ! vZore: . ico.
v posodico za zbiranje. v kiveto za ekstrakcijo. premesa s pufrom. & P

Rezultat od¢itamo po 20-30 min.

Slika 14: Shematski prikaz postopka odvzema in analize vzorca sline z dBest One Step H. pylori Saliva
testom (povzeto po (39)).
Vsaj eno uro pred odvzemom vzorca sline pacient ne sme zauziti pijace ali hrane. Slino
zbere pacient v ¢istem vsebniku in jo analiziramo do 5 minut po odvzemu (39).
Vzorec sline se prenese s kapalko (4 kapljice) v posebno kiveto, v katero dodamo 2 kapljici
pufra. 4 kapljice tako pripravljenega vzorca se prenese na vzorcno polje na reagen¢ni
plos¢ici. V priblizno 30 sekundah se vijoli¢na barva premakne skozi reagencno okno na
sredini ploscice, sicer pa je potrebno dodati Se dodatni 2 kapljici raztopine z vzorcem v
vzoréno polje. Pojav obarvanega pasa v kontrolnem (C) delu reagencnega okna ploscice
kaze, da test deluje pravilno ne glede na pojav obarvanega pasu v testnem (T) delu
plos¢ice. Rezultat interpretiramo po 20 do 30 minutah, vendar ne kasneje kot po 30
minutah (39):
e pozitiven rezultat: prisotnost dveh obarvanih trakov (T in C) znotraj testnega okna
ne glede na to, kateri trak se pojavi prvi,
e negativen rezultat: prisotnost samo enega vijolicno obarvanega traku znotraj
testnega okna,
e neveljaven rezultat: ¢e po izvedbi testa ni viden noben trak, se priporoca ponovitev
analize.
Visja je raven analita v vzorcu, mocnejSa je obarvanost testnega polja. Kljub temu, da je
test zelo natancen za detekcijo ureaze, lahko pride do lazno negativnih rezultatov, zato je
potrebna interpretacija dBest One Step H. pylori Saliva Test Disk skupaj s klini¢énimi znaki
pacienta. Studije so pokazale, da daje eradikacijska terapija meSane rezultate pri oralni

kolonizaciji s H. pylori (39).
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3.2.7. KVANTITATIVNA DOLOCITEV SPECIFICNIH PROTITELES IgA IN IgG PROTI H. PYLORI V SERUMU

Test Pyloriset EIA-A III proizvajalca ORION Diagnostica (Finska) se uporablja za
dolocanje specifi¢nih IgA in IgG protiteles proti H. pylori v humanem serumu pri bolnikih
z gastrointestinalnimi simptomi. Gre za encimsko imunski test, kjer se protitelesa iz vzorca
seruma vezejo s specificnimi antigeni H. pylori na povrSino mikrotitrske ploscice. Po
spiranju se encimski konjugat (peroksidaza, konjugirana z anti-humanimi Ig) veZe na
antigen-protitelo kompleks. Nevezan konjugat speremo in po inkubaciji s substratom
prekinemo encimsko reakcijo z zveplovo kislino. Z merjenjem intenzivnosti absorbance se
s pomocjo kalibracijske krivulje dolo¢i koncentracija protiteles IgA in IgG proti H. pylori v
vzorcu. Analiza poteka semiavtomatizirano na analizatorju BioChem Immunosistems
proizvajalca Personal LAB (Texas, ZDA) (40).

Pyloriset EIA-A III kit vsebuje: mikrotitrsko plos€o z 12 vrsticami (8 x 12 reagencnih
polj), prevleceno z inaktiviranimi H. pylori antigeni, pufer za redCenje seruma, pufer za
spiranje, encimski konjugat, peroksidaza konjugirana s kun¢jimi anti-humanimi IgA in IgG
protitelesi, kalibracijski serumi razlicnih koncentracij, TMB (3, 3', 5, 5" f —
tetrametilbenzidin) substrat v koncentraciji 1,25 mmol/L in stop reagent (0,5 mmol/L
zveplova kislina) (40).

Na mikrotitrsko plos¢ico se odpipetira po 100 pL kalibracijskih, kontrolnih in razred¢enih
pacientovih vzorcev in inkubira 30 minut na sobni temperaturi in stresanju 700 — 1000
rpm. Po spiranju s puferno raztopino se doda encimski konjugat ter ponovno inkubira. Ves
nevezan encimski konjugat se spere s pufrom za spiranje ter doda TMB substrat za
indikatorsko reakcijo. Po 10 minutni inkubaciji se ustavi indikatorsko reakcijo s stop
reagentom ter izmeri absorbanco pri 450 nm v roku 10 minut. Rezultate podajamo v enotah
kIU/L. Razmejitvena vrednost med pozitivnim in negativnim rezultatom je 20 kIU/L. V
primeru, da so izmerjene koncentracije IgA nad 320 kIU/L oziroma IgG nad 640 kIU/L,
moramo vzorec seruma razredcCiti s pufrom za red¢enje. Vzorce seruma se lahko hrani pred
analizo do 7 dni pri 4 do 8 °C oziroma pri —20 °C za dalj$i ¢as. Odmrznjenih vzorcev se ne
sme ponovno zamrzovati. Moc¢no lipemi¢ni ali hemolizirani vzorci lahko dajo napacne

rezultate (40).
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H. pylori antigeni na povriino mikrotiterske plo&ice
Y y ®
t e b
.
]

M.M - AMJ&

so4¥bée

"“’Ef-"_‘ﬁ!" polje z dodatek raztopine vzorca spiranje reagenénega polja
VEZARUNL seruma, kontrole ali kalibratorja vezana ostanejo le protitelesa
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spektrofotometritno dodatek substrata za spiranje nevezanih protiteles vezava s peroksida; tenih datek s peroksidaz

merjenje signala reakcije indikatorsko reakcijo vezana ostanejo le vezana kundjih protiteles in kuné]lh protiteles in
protitelesa z encimskim encimskega konjugata ter encimskega konjugata
konjugatom na vezana spiranje nevezanih protiteles

H. Pylori protitelesa

Slika 15: Shematski prikaz vezave protiteles in antigena pri dolo€itvi H. pylori protiteles v vzorcu seruma
s Pyloriset EIA-A III kitom.

Analiza IgA in IgG protiteles proti H. pylori je bila dolgo uporabljana za odkrivanje
okuzbe s H. pylori ter za ugotavljanje uspesnosti zdravljenja po antibakterijski terapiji.
Zaradi pocasne spremembe protiteles v telesu (tudi do 6 mesecev), se ta analiza opusca in
Jjo zamenjujeta ureazni dihalni test ter kvantitativno doloCanje antigena H. pylori v blatu. V
primeru analize serumskih specificnih imunoglobulinov je nujno potrebno pocakati 3 do 6
tednov po zakljucku antibioti¢ne terapije (40).

Proizvajalec navaja 96,1 % obcutljivost in 91,5 % specificnost analize IgA protiteles proti
H. pylori ter 100 % obcutljivost in 94,3 % specificnost analize IgG protiteles proti H.

pylori v primerjavi z rezultati mikrobioloSke kulture histoloSkih vzorcev (40).

3.3. STATISTICNO OVREDNOTENJE REZULTATOV

Kvantitativne in semikvantitativne rezultate smo predstavili z mediano in interkvartilnim
obmocjem (IQR), medtem ko smo kvalitativne rezultate opisali z delezem.

Neinvazivne diagnosticne teste smo ovrednotili z obcutljivostjo, specifi€nostjo,
natanc¢nostjo ter pozitivno in negativno napovedno vrednostjo. Rezultate smo predstavili z
ROC (receiver operating characteristic) krivuljo. Kvantitativne in semikvantitativne teste smo
med seboj primerjali in ugotavljali, ali med njimi obstaja korelacija.

Vrednotenje uspesnosti zdravljenja smo opazovali pri pacientih, za katere smo imeli

podatke laboratorijskih preiskav ob prvem in vsaj Se enem kontrolnem pregledu. Rezultate
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smo predstavili kot deleZe in statisticno ovrednotili s t-testom za homogeno varianco
oziroma Wilcoxonovim testom pri ne-homogeni skupini rezultatov ter postavili 0,05
vrednost za verjetnost sprejema oziroma zavrnitve hipoteze.

Pri izraCunu smo uporabili statisticni program Medcalc in Microsoft Excelov urejevalnik

tabel.

e  OBCUTLJIVOST

Opredeljuje delez resni¢no pozitivnih rezultatov (oziroma bolnih preiskovancev) med
vsemi resnicno bolnimi t.j. med seStevkom resnicno pozitivnih in lazno negativnih
rezultatov.

Obcutljivost kaze na sposobnost testa, da napove dejansko Stevilo bolnith v primeru
pozitivnega rezultata. Visoka obcutljivost testa pomeni, da prevladujejo pravilno oz.

resni¢no pozitivni rezultati in da je napacno oz. lazno negativnih rezultatov malo (41).

BCUTLJIVOST = ———
OBCUTLJIVOS RP T LNV

Enacba /: Izraun obcutljivosti testa.
RP — resni¢no pozitivni; LN — laZno negativni

e  SPECIFICNOST

Je merilo, ki dolo¢a delez zdravih pacientov (oziroma resnicno negativnih rezultatov) v
odnosu do vseh resnicno zdravih t.j. med seStevkom resni¢no negativnih in laZno
pozitivnih rezultatov testa.

Specificnost kaze na sposobnost negativnega rezultata testa, da napove dejansko stanje
brez bolezni. Visoka specificnost pomeni, da prevladujejo pravilno negativni rezultati in

malo Stevilo napacno pozitivnih rezultatov (41).

RN

SPECIFICNOST = ———
CNOS (RN + LP)

Enacba 2: Izracun specifi¢nosti testa.

RN —resnicno negativni; LP — lazno pozitivni
Pojma specificnost in obcutljivost oznacujeta sposobnost testov, da zaznajo bolezen v
prvem oziroma da zaznajo odsotnost bolezni v drugem primeru. Med obcutljivostjo in
specificnostjo nekega testa obstaja antagonizem, kar pomeni, da se pri izboljSevanju

obcutljivosti zmanjSuje specifi¢nost in obratno. Ce zelimo zajeti ¢im ve¢ bolnih, poveamo
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obcutljivost, vendar s tem tvegamo veC lazno pozitivnih rezultatov, zaradi Cesar se zmanjSa
specificnost. Obratno izboljSamo specificnost, ¢e Zelimo zajeti ¢im vecje Stevilo zdravih
preiskovancev, s C¢imer tvegamo ve¢ lazno negativnih rezultatov in zato manjSo

obcutljivost (41).

Napovedna vrednost dopolnjuje obcutljivost in specifi¢nost, saj opiSe prevalenco nekega

parametra (npr. bolezni ali odsotnosti bolezni) v populaciji (41).

o  POZITIVNA NAPOVEDNA VREDNOST

Je dolocena kot deleZ resni¢no bolnih preiskovancev med vsemi preiskovanci s pozitivnimi
rezultati na testu t.j. med resni¢no pozitivnimi in lazno pozitivnimi. Govori o zanesljivosti
pozitivnega rezultata testa.

Pozitivna napovedna vrednost ni odvisna samo od uporabljene metode, ampak je tudi
funkcija prevalence bolezni in opazovanega znaka. Pri enaki obcutljivosti pozitivha

napovedna vrednost raste z viSanjem prevalence bolezni in pada s prevalenco znaka (41).

RP

PNV = ———
V=®r+1P)

Enacba 3: Izracun pozitivne napovedne vrednosti testa.
PNV — pozitivna napovedna vrednost; RP — resni¢no pozitivni; LP — lazno pozitivni

o NEGATIVNA NAPOVEDNA VREDNOST

Nam pove, koliko se lahko zanesemo na negativen rezultat testa in je podana z razmerjem
med resni¢no zdravimi preiskovanci in vsemi preiskovanci z negativnimi izvidi na testu t.j.

med resni¢no negativnimi in laZno negativnimi (41).

RN

NNV = ———«—
V=G&NTIM

Enacba 4: Izracun pozitivne napovedne vrednosti testa.
NNV — negativna napovedna vrednost; RN — resni¢no negativni; LN — lazno negativni

Napovedna vrednost testa je odvisna od prevalence bolezni in od opazovanega znaka. Tako
je pozitivna napovedna vrednost pri enaki obcutljivosti testa vec¢ja ob vecji prevalenci

bolezni in manjsi prevalenci znaka. Napovedna mo¢ negativne vrednosti (ob odsotnosti
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znaka) pa je ve€ja ob redkem pojavu bolezni in pogostem pojavljanju znaka med

preiskovanci (41).

e  NATANCNOST

Je merska znadilnost dihotomnega diagnosti¢nega testa, izraCunljiva kot kolicnik vsote

Stevil pravilno pozitivnih in pravilno negativnih rezultatov ter vsote Stevil vseh rezultatov

(41).

e  TOCNOST

Dihotomni diagnosti¢ni test lahko ovrednotimo tudi s to¢nostjo, ki je opredeljena z
razmerjem med Stevilom pravilnih dolo€itev 0z. z vsoto pravilnih pozitivnih in pravilnih

negativnih rezultatov in Stevilom vseh dolocitev oz. z vsoto Stevil vseh rezultatov (41).

(RP + RN)

TOCNOST =
(RP + LP + RN + LN)

Enacba 5: Izracun pozitivne napovedne vrednosti testa.

RP — resni¢no pozitivni; RN — resni¢no negativni; LP — lazno pozitivni; LN —lazno negativni
Opredelitev opisanih koli¢in zahteva poznavanje dejanskega stanja oseb glede na
proucevano bolezen. V praksi se posluzujemo referencnih diagnosti¢nih metod ali pa med
vsemi opazovanimi opredelimo eno metodo kot referen¢no in v odnosu z le-to izraCunamo
Stevilo resni¢no pozitivnih (RP), resni¢no negativnih (RN), lazno pozitivnih (LP) in laZno
negativnih (LN) rezultatov. Referencne diagnosticne metode so dober priblizek realnega
stanja; idealna referen¢na metoda kaze dejansko stanje glede prisotnosti obolenja oziroma

odsotnosti bolezni in je 100 % obcutljiva ter 100 % specifi¢na (41), (18).

e ROCKRIVULJA

ROC (receiver operating characteristic) krivulja je graficni prikaz razmerja med delezem
resni¢no pozitivnih (RP) in lazno pozitivnih (LP) rezultatov. Na X-osi so nanizani lazno
pozitivni (1-specificnost), na Y-osi pa resnicno pozitivni (obc¢utljivost) rezultati. S povrSino
pod ROC krivuljo (AUC; area under curve) lahko dolo¢imo za kakSno stopnjo ujemanja
med rezultati oziroma med metodami gre:

0,9 — 1,0 odli¢no ujemanje, 0,8 — 0,9 dobro ujemanje, 0,7 — 0,8 ustrezno ujemanje, 0,6 —
0,7 zmerno ujemanje med rezultati; vrednost AUC pod 0,6 pa smo vrednotili kot slabo

ujemanje med metodama (41).
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e KORELACIJA MED METODAMI - LINEARNA REGRESIJA

Korelacija je vsako statisti¢no razmerje med dvema slucajnima spremenljivkama ali dvema
nizoma podatkov in predstavlja moC povezanosti dveh spremenljivk. Opredeljena je s
korelacijskim koeficientom (41).

Pri vsaki statisticni obravnavi rezultatov je potrebno najprej opredeliti porazdelitev
podatkov; normalna (Gaussova) ali ne-Gaussova porazdelitev. V primeru, da imamo veliko
skupino rezultatov (nad 100), lahko sklepamo, da gre za veliko skupino, ki predstavlja
populacijo ter jo obravnavamo, da se porazdeljuje normalno. Normalno porazdeljujoce
vzorce opiSemo s Pearsonovim koeficientom korelacije. V nasprotnem primeru, ko se
podatki ne porazdeljujejo po Gaussovi krivulji, opredelimo korelacijo s Spearman-ovim
korelacijskim koeficientom. V obeh primerih mo¢ korelacije ovrednotimo z verjetnostnim

faktorjem (p) in s stopnjo signifikantnosti a 0,05.

Slika 16: Shematicni prikaz A — normalne (Gaussove) distribucije in B — ne-Gaussove distribucije
podatkov.

Korelacijo med metodami prikazemo graficno, ko na ordinato nanesemo odvisno
spremenljivko, na absciso pa neodvisno. Vsaka enota je predstavljena z eno tocko. Na
osnovi graficne odvisnosti lahko ugotovimo ali sta primerjani metodi v linearni korelaciji
in jih opiSemo z enacbo linearne regresije oziroma katera matemati¢na funkcija najbolje

opiSe odvisnost spremenljivke Y od spremenljivke X (41).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

V nasi nalogi smo opazovali skupino 116 pacientov z mediano starosti 48 (10 — 85) let,

med katerimi je bilo 58 % Zensk in 42 % moSkih. V tabeli Tabela I} smo povzeli statisti¢ni

opis podatkov, zbranih za vsak opazovani diagnosti¢ni test.

Tabela I: Statisti¢ni opis metod za dolocanje okuzbe s H. pylori

DIAGNOSTICNI TEST

HUT
histologija
HP-DihT
HP-blato ELISA
HP-blato 1
HP-blato 2
HP-Slina
HP-IgG
HP-IgA

STEVILO

65
55
161
113
98
128
116
129
129

STATISTICNI OPIS
STEVILO
POZITIVNI / NEGATIVNI MEDIANA (IQR)
64 /1 /
47/ 8
66 /94 1,4 (0,70-15,75) %o
38775 0,6 (0,42-4,16) index
31/67 /
54 /74 /
21/95 /
93/36 52 (16,0-179,2) kIU/L
64 /65 20 (14,0-43,0) kIU/L

Med 116 pacienti jih je 42 priSlo na vsaj Se en kontrolni pregled. Rezultate vseh 170

klini¢no-laboratorijskih pregledov smo zbrali empiri¢no v tabeli Tabela ITH.

Med 70 pacienti, za katere smo imeli podane rezultate metod zlatega standarda (histologija,

HUT in dihalni test s se¢nino), je bilo 62 pozitivnih (88,6 % okuZenih) in 8 negativnih

primerov. V 2 primerih (2/62) je bil histoloski pregled negativen, vendar sta bila dihalni

test s senino in dolocitev antigena H. pylori v blatu z ELISA testom pozitivna in v 4

primerih (4/8) histoloski pregled in dihalni test s se€nino negativna, medtem ko je bil HUT

pozitiven.
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Tabela II: Empiri¢na predstavitev rezultatov detekcije H. pylori z devetimi razli¢énimi metodami

pri opazovani skupini 116 pacientov.
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4.1. STATISTICNO OVREDNOTENJE REZULTATOV

Diagnosti¢ne lastnosti (obcutljivost in specifi€nost) preucevanih testov smo predstavili z
ROC (receiver operating characteristic) krivuljo ter povrSino pod njo (AUC, area under
curve). Gre za graficni prikaz razmerja med delezem resni¢no pozitivnih (RP) in lazno
pozitivnih (LP) rezultatov oziroma med obcutljivostjo in specificnostjo.

Pri izboru laboratorijskega testa za opredelitev neke bolezni ali okuzbe stremimo k ¢im
bolj obcutljivemu in ¢im bolj specificnemu testu. Torej si Zelimo, da bi pozitiven rezultat
opazovanega testa pokazal stanja z boleznijo (100 % obcutljivost) brez oziroma s ¢im
niZjim Stevilom laZzno negativnih primerov in da bi z negativnim rezultatom zajeli le zdrave
(100 % specifi€nost) brez lazno pozitivnih primerov. V praksi redkokdaj najdemo 100 %
obcutljiv in 100 % specifi¢en test. Napovedna vrednost govori o zanesljivosti rezultata in
je odvisna od prevalence bolezni oziroma opazovanega znaka. Gre za verjetnost, da Ce

dobimo pozitiven rezultat, je bolezen resni¢no prisotna (PNV) in obratno pri NNV (41).

Opazovane metode smo primerjali s t. i. metodo zlatega standarda, kjer smo okuzbo

potrdili, ¢e sta bila dva izmed treh testov histoloskega pregleda, hitrega ureaznega testa

biopta in dihalnega testa s secnino pozitivna. Rezultate diagnosti¢nih lastnosti opazovanih

metod smo zbrali v tabeli Tabela IIIHE ter jih graficno predstavili v ROC krivulji na sliki
17.

Prisotnost ali odsotnost okuzbe je mogoce tudi empiricno opredeliti glede na rezultate vseh

opazovanih metod; za vsakega posameznega pacienta se pogleda Stevilo pozitivnih in

negativnih rezultatov ter glede na HUT in histopatoloski pregled opredeli, ali je okuzba s

H. pylori prisotna ali ne (42).

Iz ROC krivulje lahko vizualno ocenimo diagnosti¢no to¢nost testa in primerjamo razlicne
teste med seboj. Pri testih z visoko diagnosti¢no tocnostjo se ROC krivulja pribliza levemu
zgornjemu kotu, kjer imamo veliko Stevilo resni¢no pozitivnih rezultatov in majhno Stevilo
lazno pozitivnih rezultatov. Prav tako lahko s povrS§ino pod ROC krivuljo (AUC)
opredelimo ujemanje metod z resni€nimi rezultati; pri naSem delu smo dobili najboljSe
ujemanje pri HP-DihT (0,750) ter ustrezno ujemanje pri HP-Liason (0,724) in HP-blato 1
(0,722).
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Tabela III: Obcutljivost, specifi¢nost, pozitivna in negativna napovedna vrednost ter povrsina pod krivuljo
(AUC) ROC glede na zlati standard (histologija, HUT in dihalni test s se¢nino) kot referen¢no metodo (95 %
intervalom zaupanja).

HP-DihT

HP-blato ELISA

[o]

50,0 (36,8-63,2)

44,9 (30,7-59,8)

OBCUTLJIVOST

SPECIFICNOST
[Yo]

100,0 (63,1-100,0)

100,0 (54,1-100,0)

AUC

0,750 (0,630-0,847)

0,724 (0,587-0,836)

PNV
[7o]

100,0 (88,4-100,0)

100,0 (83,9-100,0)

NNV
[7o]

21,1(9,6-37,3)

18,2 (7,0-35.,5

HP-blato 1 44,4 (27,9-61,9)  100,0 (63,1-100,0) 0,722 (0,567-0,846)  100,0 (79,4-100,0) 28,6 (13,2-48,7)
HP-blato 2 50,9 (37,3-64,4) 75,0 (34,9-96,8) 0,629 (0,501-0,746) 93,5 (78,6-99,2) 17,6 (6,8-34,5)
HP-Slina 20,7(11,2-33,4)  100,0 (63,1-100,0) 0,603 (0,475-0,722)  100,0 (73,5-100,0) 14,8 (6,6-27,1)
HP-IgG 82,1(69,6-91,1) 57,1(18,4-90,1) 0,696 (0,568-0,806) 93,9 (83,1-98,7) 28,6 (8,4-58,1)
HP-IgA 60,7 (46,8-73,5) 57,1(18,4-90,1) 0,598 (0,458-0,712)  91,9(78,1-98,3) 15,4 (4,4-34,9)
100
80 — HP-DihT
= —— HP-blato 1
8 60 ........... Hp_blato 2
=
@ ----------- HP-blato ELISA
2 W = 7 | - HP-Slina
F
5 40 — HP-IgG
— HP-IgA
20
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I

0 20 40 60 80
100-Specificnost

100

Slika 17: Grafiéni prikaz ROC krivulje vseh opazovanih metod glede na
zlati standard (histologija, HUT in dihalni test s se¢nino) kot referencno metodo.

Stevilne $tudije navajajo razliéne diagnosti¢ne vrednosti za metode, ki se uporabljajo za
odkrivanje in spremljanje okuzbe s H. pylori. Zato smo pregledali objave z meta analizami
in s primerjavami metod ter povzeli povprecno obcutljivost in specificnost metod. V

primerjavi z zlatim standardom ali kombinacijo ve¢ testov hkrati je za dihalni test s se€nino
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opredeljena 95 — 100 % obcutljivost in 93 — 100 % specifi¢nost, za metode dolocitve
antigena H. pylori v blatu 88 — 93 % obcutljivost in 78 — 100 % specifi¢nost, za dolocitev
ureazne aktivnosti v slini 56 — 81 % obcutljivost in 55 — 73 % specificnost ter za seroloske
teste specifiénih imunoglobulinov 85 — 100 % obcutljivost in 72 — 79 % specifi¢nost
(14 ,19,21,23,43,44,45,46, 47, 48).

Pri nasem delu smo v primerjavi z zlatim standardom med opazovanimi metodami,
dokazali 100% specifi¢nost za HP-DihT, HP-blato ELISA, HP-blato 1 in HP-Slina, zato
lahko sklepamo, da z njimi lahko z zanesljivostjo opredelimo odsotnost okuzbe s H. pylori.
Obcutljivost opazovanih metod je bila okoli 50 %, t.j. nizja kot je navedena v literaturi,
razen za test doloCitve specifi¢nih IgG, ki je dosegla 82,1 % in je primerljiva z zgoraj
navedenimi literaturnimi izsledki. Nasi rezultati se ujemajo z objavljeno raziskavo skupine
Slovenskih raziskovalcev, ki so v analizi 48 pacientov primerjali 3 invazivne in 4
neinvazivne metode za dolocanje okuzbe s H. pylori. Opredelili so obcutljivost in
specificnost za: dihalni test s se¢nino 100 % in 100 %, dolocitev antigena H. pylori v blatu
57,9 % in 78,9 %, dolocitev ureazne aktivnosti v slini 56,3 % in 66,7 %, ter seroloski test
specifiénih imunoglobulinov IgG in IgA 94,7 % in 63 % (49). Pri primerjavi smo
upostevali, da so za pozitivno okuzbo opredelili pacienta, ki je imel pozitivno kulturo ali pa
histoloski pregled oziroma vsaj dva pozitivna testa izmed HUT in neinvazivnimi testi,
medtem ko smo pri nasSem delu vrednotili rezultate glede na histoloski pregled, HUT in

dihalni test s seé¢nino.

Vse opazovane laboratorijske teste smo med seboj primerjali glede na rezultate metode
dihalnega testa s seCnino, ki se dandanes uporablja pri odkrivanju oziroma potrjevanju
suma okuzbe s H. pylori. Za slednjo je v literaturi podana najvisja stopnja obcutljivosti in
specifiCnosti za odkrivanje in spremljanje zdravljenja okuzbe s H. pylori glede na
opazovane teste. Prav tako je dihalni test s se¢nino, v primerjavi z biopticno diagnostiko
okuzbe s H. pylori, v klinicnih preskuSanjih na 457 bolnikih pokazal obseg obcutljivosti od
96,5 % do 97,9 % in specificnosti od 96,7 % do 100 % (34 , 35). V literaturi so navedene
Studije, v katerih so prav tako primerjali razlicne diagnosti¢ne teste z dihalnim testom s
se¢nino (19), zato smo pri naSem delu prav tako ovrednotili vse opazovane metode glede
na dihalni test s se¢nino in jih zbrali v tabeli Tabela IV ter grafi€no prikazali v ROC

krivulji na sliki 18.
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Tabela IV: Obcutljivost, specifi¢nost, pozitivna in negativna napovedna vrednost ter povrSina pod krivuljo
(AUC) ROC glede na dihalni test s se¢nino kot referencna metoda (95 % intervalom zaupanja).

HP-blato ELISA

OBCUTLJIVOST

[o]

83,7(69,3-93,2)

SPECIFICNOST
[Yo]

98,4 (91,6-100,0)

AUC

0,911 (0,840-0,957)

PNV
[7o]

97,3 (85,8-99,9)

NNV
[7o]

90,0 (80,5-95,9)

HP-blato 1 65,8 (48,6-80,4)  90,0(79,5-96,2) 0,779 (0,684-0,857) 80,6 (62,592,5) 80,6 (69,1-89,2)
HP-blato 2 81,6(68,091,2)  82,3(72,1-90,0)  0,820(0,742-0,882)  74,1(60,3-85,0)  87.8(78,2-94,3)
HP-Slina 82,9 (67,9-92,8) 17,8(9,8-28,5) 0,504 (0,408-0,599) 36,2 (26,5-46,7) 65,0 (40,8-84,6)
HP-IgG 98,0(89,1-99,9)  43,8(32,7-553) 0,709 (0,622-0,785) 51,6 (41,0-62,1)  97,2(85,5-99,9)
HP-IgA 73,5 (58,9-85,1)  57,5(45,9-68,5)  0,655(0,566-0,736)  51,4(39,2-63,6) 78,0 (65,1-87,8)
100
80
= —— HP-blato 1
e eob&:l ¢ S /S s - HP-blato 2
¥
= i i/ 7 | e HP-blato ELISA
2 Vi rs/ S 7| e HP-Slina
o o
3 40 o HP-IgG
— HP-IgA
20
0

100-Specificnost

Slika 18: Grafiéni prikaz ROC krivulje vseh opazovanih metod
glede na dihalni test s se¢nino kot referencno metodo.

Najboljse rezultate je dala metoda semiavtomatizirane doloCitve antigena H. pylori v blatu
z encimsko imunskim testom (HP-blato ELISA), najslabSe pa test dolocitve ureazne

aktivnosti v slini (HP-Slina).
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Pri nasem delu smo dolocili najvi§jo obcutljivost pri testu dolocitve IgG v serumu (HP-
IgG), antigena H. pylori v blatu s semiavtomatizirano metodo (HP-blato ELISA) in s hitro
metodo HP-blato 2 ter pri testu za kvalitativno dolocitev H. pylori ureaze v slini (HP-
Slina). Vendar smo pri slednjem dolo¢ili izredno nizko specificnost, kar omejuje njegovo
uporabo v diagnostiki. Za najbolj specifi¢ne so se izkazali vsi trije testi dolocitve antigena

H. pylori v blatu.

V literaturi je lahko zaslediti veliko Studij o primerjavi razlicnih testov za dolocitev
antigena v blatu z dihalnim testom s se¢nino. Studije navajajo 89 — 90 % obcutljivost in 87
— 99 % specificnost (14), vendar sta za hitre teste, ki uporabljajo poliklonska protitelesa,
obcutljivost (69 — 92 %) in specifi¢nost (76 — 90 %) nizja (21).

V najnovejSem prispevku iz leta 2016 Ramirez-Lézaro (44) vrednoti semiavtomatizirani
kemiluminiscen¢ni test, ki smo ga uporabili v na$i nalogi, v primerjavi z zlatim
standardom za diagnozo H. pylori, t.j. ujemanje HUT, histologije in dihalnega testa s
senino na 252 pacientih pred eradikaciijo. Njihovi rezultati (90,1 % obcutljivost, 92,4 %
specificnost, 91,6 % PNV in 90,1 % NNV) (44) se ujemajo z naSimi ugotovitvami.
Proizvajalec testa DiaSorin navaja rezultate primerjave le z drugim ELISA testom za
dolo¢itev antigena H. pylori v blatu (36), zato ne moremo neposredno primerjati teh
navedb. Neposredno pa se nasi rezultati uyjemajo z na kongresu objavljenimi rezultati, kjer
so primerjali rezultate HP-blato ELISA z HP-DihT dobljenih pri 15 pacientih: 89,6 %
obcutljivost in 98,5 % specifi¢nost (50).

Prav tako prednost testa predstavlja njegova avtomatiziranost detekcije z enostavno

laboratorijsko opremo, ki je dostopna tudi laboratorijem na primarni zdravstveni ravni.

Veliko Studij o uporabnosti hitrih testov za doloCitev okuzbe s H. pylori je narejenih s
poliklonskimi testi za doloc¢anje antigena H. pylori v blatu. V primerjavi z dihalnim testom
s secnino imajo 91 % obcutljivost in 93 % specificnost s 92 % PNV in 87 % NNV pri
odkrivanju okuzbe. Spremljanje diagnosti¢ne vrednosti testa doloCanja antigena v blatu po
eradikaciji pa je dalo 96 % obcutljivost, 97 % specificnost, 96 % PNV in 97 % NNV.
Monoklonski testi antigena H. pylori v blatu so natancnejsi kot poliklonski tako pred kot
po zdravljenju z doloc¢eno obcutljivostjo 84 % in specificnostjo 98 %, 97 % PNV ter 89 %
NNV (19).
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Proizvajalec hitrega testa HP-blato 2 je primerjal njegovo uporabnost z EIA testi in navaja
veC kot 99 % obcutljivost in ve€ kot 99 % specificnost (38). Proizvajalec hitrega testa HP-
blato 1 pa navaja 82,1 % obcutljivost, 96,9 % specificnost, 91,4 % PNV in 93,1 % NNV ter
ponovljivost 92,6 % za svoj test doloCitve antigena H. pylori v blatu v primerjavi s
komercialno dostopnim ELISA testom (37). Pri naSem delu proizvajal¢evih navedb nismo
mogli potrditi. Vendar glede na to, da smo dokazali ustreznost diagnosticnih opisnih
parametrov, se oba testa lahko uporablja v kombinaciji z drugo diagnosticno metodo pri

ugotavljanju okuzbe s H. pylori ali pa v presejevalne namene.

Najslabse rezultate smo dobili pri primerjanju testa dolocitve ureazne aktivnosti H. pylori v
slini (HP-Slina). Slina velja v zadnjih 15 letih za perspektiven bioloski material za
laboratorijsko analizo, saj je njeno vzorcenje enostavno in neinvazivno. V Studijah
preizkuseni testi dolocitve prisotnosti H. pylori v slini niso pokazali ustreznih rezultatov za
$irSo uporabo v diagnostiki in spremljanju zdravljenja. Ti testi so obi¢ajno enostavni, hitri,
cenovno ugodni, zato se njihova uporaba priporoc¢a v epidemioloSkih in populacijskih
Studijah prevalence H. pylori. Nizko specificnost dolo¢anja prisotnosti H. pylori v slini
pripisujejo nehomogeni prisotnosti bakterije pri okuZenih pacientih: bakterija je lahko
prisotna v ustnih plakih kljub temu, da pacient nima znakov okuzbe ali pa celo H. pylori ni
prisotna v sluznici zelodca. Sklepajo, da prisotnost bakterije v ustih predstavlja skladisce in
vir okuzbe ali pa vir reinfekcije po uspesni eradikaciji. Ustrezna ustna higiena (CiSCenje
medzobnih povr$in in uporaba ustne vodice) lahko uni¢i ustno bakterijo in s tem pripomore

k uspesnejsi eradikaciji zelod¢ne bakterije (23).

Med kvantitativnima testoma dolo¢itve specifi¢nih protiteles v serumu smo boljSe rezultate
dobili pri doloCanju IgG protiteles, vendar nikakor nismo mogli doseci podatkov, ki jih
navaja proizvajalec testa (96,1 % obcutljivost in 91,5 % specifi¢nost analize IgA ter 100 %
obcutljivost in 94,3 % specifi¢nost analize 1gG primerjavi z rezultati mikrobioloske kulture
histoloskih vzorcev) (40), saj nismo imeli podatkov za kulturo histoloskih vzorcev. Tezava,
da protitelesa v serumu vztrajajo tudi ve¢ let po okuzbi, ne omogoca njihove uporabo za
hitro spremljanje uspesnosti terapije ter za odkrivanje novonastalih okuzb (19). Kljub temu
se njithov titer ob uspesni eradikaciji zniza in se uspesnost eradikacije lahko potrdi, ¢e se
nivo protiteles po zdravljenju zniza za 25 % glede na nivo protiteles pred uvedbo

eradikacijske terapije (43). Dandanes se njuna uporaba za odkrivanje okuzb s H. pylori
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opusca, vendar ostajata zaradi njune nizke cene in enostavne laboratorijske opreme

pomembna testa v epidemioloskih in populacijskih Studijah (19).

4.2. KORELACIJA MED KVANTITATIVNIMI IN SEMIKVANTITATIVNIMI METODAMI

Dihalni test s se¢nino ter titer protiteles IgG in IgA proti H. pylori v serumu so
kvantitativne metode. Z dihalnim testom s se¢nino dobimo kot rezultat delez med °C in
2C v izdihanem zraku, izrazenim v promilih. Razmejitvena vrednost med pozitivnim in
negativnim rezultatom je 4 %o. Koli¢ini IgG in IgA protiteles proti H. pylori, doloCenih z
encimskim imunskim testom, se podajajo v mednarodnih enotah na liter vzorca (IU/L);
mednarodna enota je merilo za koli¢ino snovi glede na njeno bioloSko aktivnost oziroma
ucinek. Razmejitvena vrednost med pozitivnim in negativnim rezultatom imunoglobulinov
je 20 IU/L. Rezultat semiavtomatiziranega testa dolocitve antigenov H. pylori v blatu z
encimsko imunsko metodo je podan kot indeks med vrednostjo relativnih svetlobnih enot
reakcije s preiskovanim in slepim vzorcem. Vzorci z vrednostjo indeksa 1,0 ali nad 1,0 so

pozitivni.

Kljub vrednotenju metod z metodo ROC smo pri nasem delu iskali korelacijsko zvezo med
§tirimi testi; tremi kvantitativnimi in enim semikvantitatinim. Grafi¢no so rezultati za vse 4
opazovane teste zbrani v grafu na sliki 19.

Korelacijo med testi smo ovrednotili s korelacijskim koeficientom (r) ter rezultate
interpretirali le, e je bila vrednost signifikantnosti P < 0,05 kot: »zelo dobro do odli¢no«
za korelacijski koeficient med 0,75 in 1,00, kot »zmerno do dobro korelacijo« za
korelacijski koeficient med 0,50 in 0,74 ter kot »slabo korelacijo« v primeru, da je bil
korelacijski koeficient med 0,25 in 0,49. Za vrednosti korelacijskega koeficienta pod 0,24
pa smo obravnavali, da med metodama ni korelacije. Rezultati so zbrani v tabelama Tabela

V¥ in Tabela VIVA.

Distribucija opazovanih testov je po ne-Gaussovi krivulji, zato smo za oceno korelacije

uporabili Spearmanov korelacijski koeficient.
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Tabela V: Spearmanov korelacijski koeficient med opazovanimi metodami
in dihalnim testom s se¢nino kot neodvisnim testom.
P - Signifikantnost korelacije z upostevano razmejitveno vrednostjo a 0,05.

p P N
HP-blato ELISA 0,661 <0,0001 107
HP-IgG 0,532 <0,0001 129
HP-IgA 0,404 <0,0001 129

Tabela VI: Spearmanov korelacijski koeficient med opazovanimi metodami
in semikvantitativnim testom testa doloCitve antigenov H. pylori v blatu z
encimsko imunsko metodo kot neodvisnim testom.

P - Signifikantnost korelacije z upostevano razmejitveno vrednostjo a 0,05.

P P N

HP-DihT 0,661 <0,0001 107
HP-IgG 0,456 0,0146 104
HP-IgA 0,239 <0,0001 104

Odli¢ne korelacije med testi nismo ugotovili. Statisticno signifikantna »zmerna do dobra«
korelacija obstaja med dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in semikvantitativnim testom
dolocitve antigenov H. pylori v blatu z ELISA metodo (HP-blato ELISA). Ugotovili smo
statisticno signifikantno »zmerno« korelacijo med dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in
dolo¢itvijo antigena IgG v serumu (HP-1gG) ter statisticno signifikantno »slabo« korelacijo
med dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in dolocitvijo antigena IgA v serumu (HP-IgA).
Med semikvantitativnim testom dolocitve antigenov H. pylori v blatu z ELISA metodo in
dolo¢itvijo antigena IgA v serumu ni korelacije.

S Passing-Bablockovim regresijskim testom smo preverili linearnost med metodami.
Rezultati so zbrani v tabeli Tabela VIIVAH. Linearno zvezo med metodama smo dokazali

med dihalnim testom s se¢nino in dolocitvijo IgG protiteles.

Tabela VII: Passing-Bablokov test linearnosti med metodami in dihalnim testom s se¢nino.

enacba regresijske premice P
HP-blato ELISA y = —0,2045 + 2,0455 - x <0,05
HP-1gG y = 0,09481 + 0,04635 - x >0,1
HP-IgA y = —1,1889 40,1556 - x <0,01
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Slika 19: Korelacijski graf med dihalnim testom s secnino (HP-DihT) ter
serumskimi imunoglobulini IgG (HP-IgG), IgA (HP-IgA) in
semikvantitativno dolocitvijo antigena H. pylori v blatu (HP-blato ELISA).

Glede na literaturne podatke, da je mogoce uporabiti doloCitev antigena H. pylori v blatu

namesto dihalnega testa s secnino, smo korelacijo med njima grafi¢no prikazali na sliki 20.
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Slika 20: Korelacijski graf med dihalnim testom s Slika 21: Korelacijski graf med serumskimi
secnino (HP-DihT) in semikvantitativno dolocitvijo imunoglobulini proti H. pylori 1gG (HP-IgG) in IgA
antigena H. pylori v blatu (HP-blato ELISA). (HP-IgA).

Imunoglobulini IgG in IgA se obi¢ajno dolocajo sklopljeno, zato smo preverili ali obstaja
zveza tudi med njima v grafu na sliki 21. S Passing-Bablokovim testom linearnosti lahko

opiSemo linearno zvezo med metodama z enacbo y = 11,7591 + 0,1241-x, P >0,10.

Ujemanje med pozitivnimi in negativnimi rezultati opazovanih testov smo ovrednotili s
Cochranovim Q testom. Ta test primerja med seboj pare rezultatov, zato se iz statisticnega

vrednotenja izlo¢ijo vsi vzorci z manjkajo¢im rezultatom. Delez pozitivnih rezultatov
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glede na skupino 61 vzorcev je zbran v tabeli Tabela VIIIVHL, kjer smo navedli tudi kateri ‘ Formatte
spelling ol
testi se med seboj signifikantno razlikujejo (P < 0,005).

Tabela VIII: Delez pozitivnih rezultatov glede na skupino 61 parov vzorcev po Cochranovem Q
testu.

STEVILO DELEZ POZITIVNIH
POZITIVNI / NEGATIVNI [%] SIGNIFIKANTNA RAZLIKA Z
HP-DihT 25/36 41,0 HP-IgG, HP-IgA
HP-blato ELISA 24/37 39,3 HP-IgG, HP-IgA
HP-blato 1 21/40 34,4 HP-IgG, HP-IgA
HP-blato 2 32/29 52,5 HP-Slina
HP-Slina 12/49 19,7 HP-IgG, HP-IgA, HP-blato 2
HP-1gG 43/18 70,5 HP-DihT, HP-blato ELISA, HP-blato 1
HP-Slina
HP-IgA 41/18 67,2 HP-DihT, HP-blato ELISA, HP-blato 1
HP-Slina

Rezultati dihalnega testa s se¢nino in semikvantitativnega testa dolocCitve antigenov H.
pylori v blatu z ELISA metodo se najmanj razlikujejo. Statisti¢no ni signifikantne razlike
med njima. Razliko med testi smo dolo¢ili z McNemarovim testom in ugotovili, da je
razlika med:
- dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in semikvantitativnim testom dolocitve
antigenov H. pylori v blatu z ELISA metodo (HP-blato ELISA) 5,61 % (P=0,0703);
- dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in kvalitativnim hitrim testom HP-blato 1
7,41 % (P=0,1671);
- dihalnim testom s se¢nino (HP-DihT) in kvalitativnim hitrim testom HP-blato 2
3,91 % (P=0,4049);
- semikvantitativnim testom dolocitve antigenov H. pylori v blatu z ELISA metodo

(HP-blato ELISA) in kvalitativnim hitrim testom HP-blato 1 2,67 % (P=0,7266).
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4.3. USPESNOST ERADIKACIJSKE TERAPIJE

22 pacientov, ki so po eradikacijski terapiji ponovno priSli na klini¢no-laboratorijski
pregled, smo vkljucili v evalvacijo za ucinkovitost uporabljene terapije. Med njimi je bilo
17 zensk in 5 moskih mediane starosti 48 (16 — 78) let.

Vsi pacienti so bili zdravljeni za s HUT dokazano okuzbo s H. pylori ob gastroskopskem
pregledu. V 18 primerih je bila uporabljena klasi¢na trotirna eradikacijska terapija, ki je
bila v 12 primerih predpisana za Cas 1 tedna ter v dveh primerih po 10 dni in 14 dni. V 4
primerih ni bilo uporabljeno zdravljenje po priporoc¢enih shemah Slovenskega zdruzenja za
gastroenterologijo in hepatologijo; v dveh primerih sta bila predpisana klaritromicin in
amoksicilin brez ZPC, v enem primeru ZPC s klaritromicinom ter v enem primeru le ZPC.
Najveckrat se je kot trotirna terapija predpisala kombinacija ZPC s klaritromicinom in
amoksicilinom (11/18), manjkrat pa shema z ZPC, klaritromicinom in metronidazolom
(5/18). V dveh primerih je bil poleg ZPC in amoksicilina predpisan cefalosporinski
oziroma tetraciklinski antibiotik.

V 7 primerih je bilo zdravljenje s terapijo prvega reda neuspesno. Za zdravljenje drugega
reda se je v petih primerih uporabila trotirna terapija z zamenjavo makrolidnega antibiotika
(klaritromicina) z amoksicilinom ali metronidazolom ali florokinolinskim (levofloksacin)
antibiotikom. V enem primeru se je kot sekundarno zdravljenje uporabil le levofloksacin
brez kombinacije drugih zdravil. V treh primerih (3/7) je bilo sekundarno zdravljenje glede

na rezultate dihalnega testa s se¢nino uspesno.

Zaradi majhnega Stevila opazovanih primerov (pod 30) in ne-Gaussovo porazdelitvijo
rezultatov smo za statisticno ovrednotenje signifikantnosti spremembe laboratorijskega
testa med prvim in kontrolnim obiskom wuporabili Wilcoxonov test s stopnjo

signifikantnosti a 0,05. Rezultate smo zbrali v tabeli Tabela IXEX.
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Tabela IX: Stevilo primerov pri katerih smo zaznali zniZanje vrednosti laboratorijskega testa
med prvim in kontrolnim pregledom pri 22 pacientih, za katere je bila shema zdravljenja
znana. Rezultati so predstavljeni glede na skupno $tevilo opazovanih primerov (N).

P - Signifikantnost razlike med prvim in kontrolnim obiskom.

ST./N P
HP-DihT 18/20 0,0002
HP-blato ELISA 10/11 0,0049
HP-blato 1 5/11 0,0625
HP-blato 2 11/14 0,0010

HP-Slina 1/2 /
HP-IgG 11/16 0,0654
HP-IgA 10/ 16 0,1205

Med rezultati dolocitve serumskih protiteles proti H. pylori smo opazili znizanje vrednosti,
vendar ne pod razmejitveno mejo, pri vseh 11 primerih za IgG ter v 4 primerih pri IgA.

Le v 4 primerih (od 7) smo lahko spremljali uspesnost ponovljene eradikacijske terapije z
laboratorijskimi testi: le v enem primeru se je pokazala zamenjava makrolidnega
antibiotika z nitroimidazolnim uspeS$na, v ostalih treh primerih ni bilo mogoce dolociti
uspesnost eradikacije z opravljenimi laboratorijskimi testi. Statisti¢no smo potrdili razliko
med rezultati med prvim in kontrolnim pregledom za dihalni test s secnino,
semikvantitativno dolocitvijo antigena v blatu z ELISA metodo in kvalitativno doloc€itvijo

antigena v blatu s HP-blato 2 metodo.

Zaradi majhnega Stevila preiskovancev v opazovani skupini smo pregled uspeSnosti
eradikacije razSirili na vseh 42 pacientov mediane starosti 48 (16 — 78) let, ki so prisli na
vsaj Se en kontrolni pregled. Glede na to, da smo za vse paciente iz te skupine imeli
podatek o potrjeni okuzbi s H. pylori z vsaj enim od treh testov zlatega standarda, smo
pregledali, ali je priSlo do signifikantnega upada vrednosti posameznega laboratorijskega
testa med prvim in kontrolnim pregledom. Uporabili smo t-test parov za parametricne
rezultate (HP-DihT, HP-blato 1, HP-blato 2, HP-Slina, HP-IgG) in Wilcoxonov test za
neparametri¢ne teste (HP-blato ELISA, HP-IgA) s stopnjo signifikantnosti a 0,05.
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Rezultate smo zbrali v tabeli Tabela XX in primerjali ugotovitve s skupino 22 pacientov

opisanih v tabeli Tabela [XEX.

Tabela X: Stevilo primerov pri katerih smo zaznali zniZanje vrednosti laboratorijskega testa
med prvim in kontrolnim pregledom pri 42 pacientih, za katere sheme zdravljenja nismo
poznali pri vseh primerih. Rezultati so predstavljeni glede na skupno S$tevilo opazovanih

primerov (N).
P — Signifikantnost razlike med prvim in kontrolnim obiskom.

ST./N P
HP-DihT 25/33 0,0001
HP-blato ELISA 7/10 0,0015
HP-blato 1 7/13 0,0625
HP-blato 2 15/17 0,0005

HP-Slina 2/3 /
HP-IgG 27/ 34 0,0569
HP-IgA 26/ 34 0,1167

Rezultati iz skupine 42 pacientov, za katere sheme zdravljenja nismo poznali pri vseh
primerih, se skladajo z ugotovitvami na manj$i skupini.

V Studiji, kjer so opazovali uspesnost eradikacije H. pylori z dihalnim testom, so dokazali
71,2 % uspesnost zdravljenja s trotirno terapijo (51). Njihove ugotovitve so bile osnovane
na 132 bolnikih, ki so imeli narejen dihalni test s secnino na Kliniénem inStitutu za
kliniéno kemijo in biokemijo med leti 2001 in 2009 in so za njih dobili podatke o
predpisanem zdravljenju. Nasi rezultati potrjujejo ugotovitve raziskave (51), ¢eprav je bila
opazovana skupina bolnikov manjSa (22 oziroma 42).

Tudi po navedbah iz literature je uspesnost zdravljenja s trotirno terapijo do 80 % oziroma
v nekaterih Evropskih drzavah tudi pod 70 % (18). V nasi nalogi smo dokazali uspeSnost
trotirne terapije med 70 in 75 % (podatki iz tabele [Tabela XX), kar opozarja na iskanje
drugih bolj u¢inkovitih shem zdravljenja. UspeSnost sekvencnega zdravljenja in Stiritirnega
zdravljenja bi se lahko uporabili kot terapija prvega izbora, kot so to povzele nekatere
druge drzave, vendar je za spremembo Slovenskih priporocil bilo potrebno pocakati na
rezultate  prospektivne  multicentricne  raziskave  Slovenskega  zdruZenja  za

gastroenterologijo in hepatologijo, objavljene junija 2016 (52). Prikazano je bilo, da je
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uspesnost eradikacije v Sloveniji 83,6 % za trotirno terapijo, 94,2 % pri sekventnem
zdravljenju in 91,7 % pri uporabi Stiritirne terapije. Uporaba Stiritirne terapije je bila boljsa
izbira v primerih, ko je bila prisotna rezistenca na klaritromicin (52). Z uspesnejSo terapijo
doseZemo manjSe Stevilo neuspelih eradikacijskih zdravljenj in zato manjkrat obremenimo
bolnika z dodatnimi antibioticnimi pripravki in s tem zmanjSamo moZnost nastanka
rezistence bakterij na antibiotike. Zato v prihodnje pri¢akujemo dopolnitev Slovenskih

priporocil za zdravljenje okuzbe s H. pylori.

V Sloveniji velja priporo¢ilo, da prvo zdravljenje s trotirno terapijo (ZPC, klaritromicin,
metronidazol) traja 1 teden (5), medtem ko so nekatere drzave podaljSale trajanje prvega
zdravljenja na 14 dni. V opazovani skupini obravnavanih pacientov je 16 bolnikov prejelo
trotirno terapijo 1 teden, 4 10 dni in v 2 primerih 14 dni. S podaljSanjem cCasa trajanja
terapije se poveca tudi uspesSnost eradikacije (17 , 25, 27), vendar se hkrati obremeni
bolnika z antibiotiki in omogoci bakterijam razvoj rezistence.

Uspesnost zdravljenja se ugotavlja z dihalnim testom s secnino ali z dolocitvijo H. pylori
antigena v blatu po 4 tednih po zakljuCku terapije (5). V nasem primeru so bili pacienti
napoteni na ponovitev laboratorijskih preiskav v povpre¢ju po 8 tednih. Preverjanje
uspesnosti eradikacije je pomembno, saj v prvem letu po zdravljenju lahko pride do
ponovitve okuzbe. Ocenjujejo, da se okuzba ponvi v 3,4 % v razvitem svetu in v 8,7 % v
nerazvitem svetu; obicajno kot posledica predpisovanja manj ucinkovite terapije (ali samo

ZPC ali v kombinaciji z enim antibiotikom) in ne kot posledica nove okuzbe (53).

Iz ugotovitev lahko zaklju¢imo, da lahko 2z dihalnim testom s sec¢nino in
semiavtomatizirano metodo doloCitve antigena H. pylori v blatu z encimsko imunskim

testom s statisticno zanesljivostjo spremljamo uspesSnost zdravljenja okuzbe s H. pylori.

4.4. FINANCNI VPOGLED V KLINICNO LABORATORIJSKO DIAGNOSTIKO OKUZBE S H.

PYLORI

Endoskopija je invazivna metoda, neprijetna za pacienta in draga. Studije so pokazale, da
je pristop »testiraj in zdravi, ki se izvede Zze na primarni zdravstveni ravni pri pacientih

pod 45 let z dispepsijo brez komplikacij, varen in ucinkovit pristop kliniéne obravnave
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(19, 42). S tem se lahko zmanjsa Stevilo dragih endoskopij tudi za 62 % (19). Nedvomno
pristop »i8¢i in zdravik, ko pacient pristopi h gastroenterologu, je neizogiben pri pacientih
z dispepsijo nad 45 let ali ob prisotnosti alarmantnih klini¢nih znakov (42).

»Testira) in zdravik pomeni, da se pacienta testira z enim ali kombinacijo dveh
neinvazivnih diagnosti¢nih testov za dokaz okuzbe s H. pylori in ob pozitivnem rezultatu
se uvede eradikacijska terapija brez napotitve h gastroenterologu (5 , 42). Preverili smo,
kolikSen je stroSek obravnave pacienta z gastroskopijo v Sloveniji v primerjavi z uporabo
dveh neinvazivnih testov s pristopom »testiraj in zdravi« ter jih primerjali s podatki iz
literature. V tabeli Tabela XIX} smo zbrali podatke za cene posegov in laboratorijskih

preiskav v Klini¢nem centru Ljubljana ter jih primerjali z navedbami v literaturi.

Tabela XI: Statisti¢ni opis metod za dolo¢anje okuzbe s H. pylori.
CENA [€]

SLOVENIJA

(Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana) (54)  LITERATURA (19)

gastroskopija 594,57

302,66

biopsija s HUT

HP-DihT 60,89 97,78
HP-blato ELISA 22,80 65,56

HP-IgG 13,19
42,00

HP-IgA 13,19

V literaturi navajajo, da je stroSek obravnave pacienta po pristopu »testiraj in zdravi«
skoraj za polovico manjsi (302,46 €) kot je cena gastroskopije (19). V naSem primeru je
cena za testiranje skupaj z dihalnim testom s se¢nino in dolo€itvijo antigena H. pylori v
blatu skoraj 4-krat niZja od cene gastroskopije s HUT.

Kljub temu, da so seroloski testi [gG in IgA ter hitri testi ob pacientu za dolocitev antigena
H. pylori v blatu cenovno $e dostopnejSi od dihalnega testa s senino in laboratorijske
dolocitve antigena H. pylori v blatu, sta slednja zaradi vi§je natan¢nosti stroSkovno bolj
uc¢inkovita pri obravnavi pacienta (19), zato se dandanes v klini¢no-laboratorijski

obravnavi seroloSka testa IgG in IgA za namen opredelitve okuzbe s H. pylori opuscata.

| Formatte
spelling ol
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Tudi mednarodne skupine gastroenterologov (European Society for Primary care
Gastroenterology, Maastricht 4 Consensus Report, American Gastroenterological Association) so
podale smernice za pristop »testiraj in zdravi« za paciente pod 45 ali 55 let in brez
prisotnih alarmantnih znakov kot so anemija, izguba teze, disfagija, otipljiva zatrdlina ali
malabsorpcija (5 , 19). Kljub smernicam ne smemo spregledati slabosti strategije »testiraj
in zdravig, saj se velikokrat zdravi bolnike z dispepsijo, katerim znaki po zdravljenju ne
izzvenijo. Poleg tega se ob ve¢ji uporabi antibiotikov veca tudi rezistenca bakterij. Slaba
stran pristopa »iS¢i in zdravi« so visoki stroski za diagnosticne namene ter podaljSevanje
Cakalnih dob za gastroskopijo. Gastroenterologi so na konferenci leta 1998 sprejeli
konsenz, da kljub ekonomskim in mednarodnim priporo¢ilom bolnike s tezavami

podvrzejo endoskopiji in ciljano zdravijo (5).

V nalogi bi opozorili na prakso, da je pozitiven HUT test zadostno merilo za uvedbo
eradikacijske terapije (7). V nasi nalogi postavljamo to priporocilo pod vprasaj, saj smo
med 70 pacienti, za katere smo imeli podane rezultate metod zlatega standarda (histologija,
HUT in dihalni test s se¢nino), imeli 4 primere, ko je bil HUT pozitiven, medtem ko
rezultat histoloSkega pregleda in ostalih neinvazivnih testov niso potrdili okuzbe s H.
pylori. Ali se v takih primerih predpiSe eradikacijska terapija ali je potrebno opraviti Se
dodaten test za potrditev okuzbe? Zasledili smo tudi primere (niso vklju€eni v nalogi), ko
je bil HUT negativen, dihalni test s secnino pa je pokazal obsezno okuzbo s H. pylori.
Nedvomno bi bilo za potrditev okuzbe priporocljivo uporabiti ob diagnostiki z invazivnimi

metodami tudi neinvazivno.

Stratesko prednost pri obravnavi okuzbe s H. pylori lahko predstavlja tudi presejevanje
populacije v obdobju med 20 in 30 letom starosti. S tem bi se lahko ugotovila
asimptomatska, skrita okuzba, ki bi se lahko kasneje razvila v za zdravstvo obremenjujoce
bolezni (kronic¢ni atrofi¢ni gastritis in metaplazije zelodca) in ulkusne razjede. Ocenjujejo,
da je tak program sicer financno obremenjujo¢ v prvih letih izvedbe, vendar bi se v desetih
letih zmanjSalo Stevilo gastroskopij ter dragega zdravljenja metaplasti¢nih obolen;j zelodca.
Priporocila za presejanje in zdravljenje je Slovensko zdruzenje za gastroenterologijo in
hepatologijo sprejelo ze leta 2009, medtem ko je Evropsko zdruzenje za raziskavo H.

pylori vkljucilo priporocila za presejevanje v Maastricht IV smernicah leta 2012 (18).
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SKLEPI

Najboljse rezultate za opis diagnosticnih lastnosti za opredelitev okuzbe s H. pylori smo
dobili pri semiavtomatiziranem dolo¢anju antigena H. pylori v blatu z encimsko imunskim

testom, najslabSe pa pri dolo¢anju ureazne aktivnosti v slini.

Dokazali smo, da je metoda semiavtomatizirane dolocitve antigena H. pylori v blatu z
encimsko imunskim testom primerljiva z dihalnim testom s se¢nino, ki se trenutno

uporablja pri odkrivanju in spremljanju zdravljenja okuzbe s H. pylori.

Uporaba hitrih testov za kvalitativno doloCitev antigena H. pylori v blatu, test ureazne
aktivnosti v slini ter opredelitev titra protiteles IgG in IgA niso metode prvega izbora za
spremljanje zdravljenja okuzbe s H. pylori, so pa zaradi njithove enostavnosti in nizke cene
uporabni pri presejevanju in epidemioloskih Studijah ali v kombinaciji z dihalnim testom s
se¢nino ali semiavtomatizirano dolocitvijo antigena H. pylori v blatu z encimsko imunskim
testom pri odkrivanju okuzbe s H. pylori.

Statisticno smo potrdili, da so dihalni testi s seCnino, semikvantitativna dolo¢itev antigena
H. pylori v blatu z encimsko imunskim testom in kvalitativna dolocitev antigena v blatu

HP-blato 1 ustrezni za spremljanje zdravljenja okuzbe s H. pylori.

Med dihalnim testom s se¢nino in semiavtomatizirano metodo za dolo¢itev antigena H.
pylori v blatu z encimsko imunskim testom smo dokazali, da korelacija med metodama

obstaja.

Dokazali smo, da se za zdravljenje okuzbe s H. pylori najveCkrat uporablja klasi¢na
trotirna terapija, ki zajema kombinacijo zaviralca protonske ¢rpalke in dveh antibiotikov.
Ponovitev zdravljenja je bila potrebna le v posameznih primerih, kjer se je za uspes$no
pokazala zamenjava makrolidnega antibiotika iz klasiCne trotirne terapije z

nitroimidazolnim antibiotikom.

1z rezultatov nase naloge predlagamo, da se metoda semiavtomatizirane doloCitve antigena
H. pylori v blatu z encimsko imunskim testom uporablja enakovredno kot dihalni test s

seCnino za odkrivanje in spremljanja zdravljenja okuzbe s H. pylori.
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