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POVZETEK

Kroni¢ni gastritis je pogosta bolezen, ki se kot vnetni odgovor Zelod¢ne sluznice razvije
zaradi delovanja razli¢nih dejavnikov, med katerimi je najpogostejsi okuzba z bakterijo
Helicobacter pylori (HP). Natan¢no diagnozo lahko postavimo le s histopatoloskim
pregledom biopsijskih odvzemkov zelod¢ne sluznice, ki jih zdravnik vzame pri
gastroskopiji. Pri pregledu biopsijskih odvzemkov skusamo opredeliti vzrok gastritisa in
morfoloSke spremembe, zlasti tiste, ki so povezane s pogostejSim vznikom raka

(intestinalna metaplazija, atrofija, displazija).

Bakterije HP v biopsijskih vzorcih lahko prikazemo z razli¢nimi metodami. V literaturi
nismo zasledili podatkov o obcutljivosti, trajanju in ceni razli¢nih metod za prikaz HP.
Zato smo v nasi raziskavi primerjali tri pogoste nacine za prikaz HP: barvanje po Giemsi,

"Alcian yellow" in imunohistokemi¢no metodo.

Raziskava je zajela 30 zaporednih primerov HP pozitivnega gastritisa iz arhiva InStituta
za patologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Vse biopsijske vzorce smo barvali s
hematoksilinom in eozinom (HE) ter po Kreybergu (kot osnovni nacin barvanja) in s
tremi metodami za prikaz HP: po Giemsi, z "Alcian yellow" in imunohistokemic¢no.
Morfoloske spremembe in gostoto poselitve sluznice s HP smo ocenjevali po priporocilih

Sydneyske klasifikacije kot blage, zmerne ali hude.

Ugotovili smo, da je kot osnovni nain barvanja biopsijskih vzorcev zelod¢ne sluznice
barvanje po Kreybergu boljSe kot s hematoksilinom in eozinom, ker omogoci bolj
natancno oceno intestinalne metaplazije. Za prikaz bakterije HP barvanje s hemato-
ksilinom in eozinom in barvanje po Kreybergu nista primerni, saj prikazeta bakterije HP

le takrat, kadar so Stevilne.

Za prikaz HP je najbolj obcutljiva imunohistokemi¢na metoda, vendar je zaradi visoke
cene ne moremo uporabiti pri vseh biopsijah. UspeSno jo lahko nadomestimo z
barvanjem po Giemsi, ki prikaze HP v vecini primerov, razen kadar so prisotne le redke
posamezne bakterije. Barvanje "Alcian yellow" je sicer podobno barvanju po Giemsi,
vendar je prikaz bakterij nekoliko manj jasen in oster kot v barvanju po Giemsi, poleg
tega je barvanje "Alcian yellow" mnogo drazje, podobno kot imunohistokemi¢na metoda.

Trajanje vseh treh metod za prikaz HP je podobno.



Za biopsije zelod¢ne sluznice torej priporoamo kot osnovno metodo barvanje po
Kreybergu in kot specialno metodo za prikaz helikobaktrov barvanje po Giemsi, v

zahtevnih primerih pa je potrebno dodati imunohistokemi¢no metodo.



ABSTRACT

Chronic gastritis is a frequent disorder, representing an inflammatory response of the
gastric mucosa to many agents, the most common being the infection with Helicobacter
pylori (HP). The correct diagnosis can be made after histopathological examination of the
biopsy samples, obtained at gastroscopy. The aim of histopathological examination is to
assess the etiology of the gastritis, as well as all morphological changes, particularly
those which are associated with an increased risk of cancer. HP in biopsy samples can be
identified using various methods. There is no data in the literature regarding their
sensitivity, duration and price. The aim of our study was therefore to compare three
methods which are often used to identify HP in biopsy samples: the Giemsa and the

"Alcian yellow" stainings, and immunohistochemistry.

Our study included 30 consecutive cases of HP gastritis from the archives of the Institute
of Pathology, Medical Faculty, Ljubljana. All samples were stained with hematoxylin
and eosin (HE), and with Kreyberg stain (as the basic staining methods), as well as with
Giemsa and "Alcian yellow" stains and immunohistochemically for detection of HP.
Morphological changes and the density of colonisation with HP were graded according to

Sydney classification as mild, moderate or severe.

We found that the Kreyberg staining is more appropriate as the basic staining method for
gastric biopsies than staining with hematoxylin and eosin, because it enables more
accurate assessment of intestinal metaplasia. Both stainings cannot be used for

identification of bacteria HP because HP can be seen only when they are abundant.

Immunohistochemical method is the most sensitive method for HP identification, but is
too expensive to be used in all biopsies. According to our results, it can be replaced
successfully by the Giemsa staining, which enabled identification of HP in the majority
of cases, with the exception of cases with very few HP. The "Alcian yellow" staining was
similar to the Giemsa staining, though HP appeared less sharp and clear comparing to the
Giemsa staining. The disadvantage of the "Alcian yellow" staining is its high price being

similar to the price of immunohistochemistry.

We conclude that the Kreyberg staining can be recommended as the basic staining

method for gastric biopsies, and that the Giemsa staining can be recommended as the



special staining method for identification of bacteria HP. However, in difficult cases

immunohistochemistry must be used.



SEZNAM OKRAJSAV

DAB  diaminobenzidin

DNA  deoksiribonukleinska kislina

HE hematoksilin in eozin

HP Helicobacter pylori

Ig imunoglobulin

MALT limfati¢no tkivo sluznic (iz angl. mucosa-associated lymphoid tissue)
PCR verizna reakcija s polimerazo (iz angl. polymerase chain reaction)

RNA ribonukleinska kislina



1. UVOD

1.1. Gastritis

Definicija. Gastritis je opredeljen kot vnetni odgovor zelod¢ne sluznice in je histo-
patoloska diagnoza, ki jo lahko postavimo Sele po endoskopskem pregledu zelodca ter

odvzemu in histopatoloskem pregledu biopsijskih odvzemkov Zelod¢ne sluznice (1, 2).

Sydneyska klasifikacija gastritisa. Po Sydneyski klasifikaciji delimo gastritis na akutni
in kronicni ter posebne oblike gastritisa. Kroni¢ni gastritis se deli na neatroficni, ki je
ponavadi povezan z okuzbo z bakterijo Helicobacter pylori (HP) in atrofi¢ni gastritis, ki
se deli na avtoimunski in multifokalni (povezan s HP okuZzbo) in prehrano. Med posebne
oblike spadajo kemicni (reaktivni), radiacijski, limfocitni, granulomatozni, eozinofilni in

drugi infekcijski gastritisi (3-5).

Gastritis lahko opredelimo le s histopatoloskim pregledom biopsijskega vzorca zelod¢ne
sluznice, ki ga zdravnik odvzame ob gastroskopiji s pomocjo opti¢nega ali videoendo-
skopa, z biopsijskimi kleS¢icami. Po priporocilih Sydneyske klasifikacije je potrebno
vzeti dva odvzemka iz antruma 2-3 cm od pilorusa (enega iz male in enega iz velike
krivine), dva odvzemka iz korpusa, priblizno 8 cm od kardije (enega iz male, enega iz
velike krivine) ter en odvzemek iz angularne incizure. Odvzemki iz vsake lokalizacije

morajo biti poslani lo¢eno, v svoji steklenicki, z oznac¢enim mestom odvzema.

Klini¢ne znacilnosti in zapleti. Bolniki z gastritisom so lahko povsem brez tezav, lahko
pa imajo obcasne ali stalne boleCine v Zzlicki in/ali okoli popka. V¢asih se boleCina Siri
pod levi in desni rebrni lok. Bolniki lahko obcutijo slabost in jih sili na bruhanje. V¢asih
je boleCina pekoCega znacaja, predvsem na prazen Zelodec, medtem ko je obcutek
polnosti in napetosti zelodca predvsem po jedi, znacilen za bolnike, ki imajo atrofi¢ni
gastritis. Pogoste so no¢ne boleCine. Tezave se lahko pojavijo sezonsko, spomladi in

jeseni, ponovne zagone pa lahko povzroc€ijo tudi psihi¢ne obremenitve (1, 2).

Stevilne klini¢no-patoloske raziskave so pokazale, da ni jasne povezave med bolnikovimi
tezavami in vrsto ter stopnjo aktivnosti vnetja (6). Bolniki s histolosko dokazanim
gastritisom visoke stopnje aktivnosti so lahko prakti¢no brez tezav ali pa imajo le
obCasne tezave v zgornjem delu trebuha, nekateri pa imajo hude tezave v predelu

zelodca, histoloSko pa najdemo le blage vnetne znake (7-9).



Med najpomembnejSe zaplete sodi pepticna razjeda Zelodca in dvanajstnika (10) in
maligni tumorji (11, 12). Pri bolnikih kroni¢nim gastritisom se lahko razvije Zlezni rak
(adenokarcinom) (13), pri tistih, ki imajo kroni¢ni gastritis, povzro¢en s HP, pa tudi

limfom - neHodgkinov B-celi¢ni limfom limfaticnega tkiva sluznic (MALT) (14, 15).

Morfoloske znacilnosti Kkroni¢nega gastritisa. Glavne morfoloSke znacilnosti
kroni¢nega gastritisa so: infiltracija sluznice z vnetnicami, atrofija Zlez, intestinalna
metaplazija, displazija. Vnetnice so limfociti in plazmatke (mononuklearne vnetnice), ki
infiltrirajo lamino proprijo (16) in nevtrofilni granulociti, ki infiltrirajo vratove Zlez in so
znacilnost aktivnega (floridnega) vnetja. Pri dolgotrajnem kroni¢nem vnetju zleze propa-
dajo (atrofija Zlez), lahko jih nadomestijo zleze, ki jih sicer najdemo v Crevesni sluznici
(intestinalna metaplazije) (17). Epitelijske celice se lahko spremenijo, postanejo atipicne,
z ve¢jimi jedri in poudarjeno mitotsko aktivnostjo (displazija), iz tako spremenjenih celic

pa pogosteje vznikne karcinom (18).

1.2. Pomen biopsije za opredelitev gastritisa in ocenjevanje sprememb v

biopsijskih vzorcih Zelod¢ne sluznice

Biopsija Zelod¢ne sluznice s histopatoloskim pregledom je edini nacin, ki omogoca
opredelitev gastritisa. Ocenimo prisotnost, vrsto in stopnjo vnetja, prisotnost drugih
sprememb, ki se lahko pojavijo ob kroni¢nem gastritisu in so pomembne, ker so
povezane z vecjo pojavnostjo raka (atrofija sluznice, intestinalna metaplazije, displazija),
morebitno prisotnost rakavih sprememb in mikroorganizme, zlasti tiste, ki so vzro¢no
povezani z nastankom gastritisa. Med mikroorganizmi, povzrocitelji gastritisa je dale¢

najpomembnejsa bakterija Helicobacter pylori (HP).

Po priporocilih Sydneyske klasifikacije patolog v biopsiji ocenjuje stopnjo intenzivnosti
petih osnovnih parametrov: kroni¢nega vnetja, aktivnosti vnetja (prisotnost nevtrofilnih
granulocitov), intestinalne metaplazije, Zlezne atrofije in gostote bakterije HP. Pri oceni
uporablja tri stopnje: blago, zmerno in hudo. V biopsiji se evidentirajo tudi spremembe,
ki se ne gradirajo: poSkodbe vrhnjega epitelija, deplecija sluzi, erozija, limfni folikli,
foveolna hiperplazija, psevdopiloricna metaplazija, pankreaticna metaplazija in

hiperplazija endokrinih celic.



Biopsija torej omogoCi opredelitev gastritisa, ki v mnogih primerih vkljucuje tudi
opredelitev vzroka (npr. okuzba s HP, refluks, zdravila, avtoimunski mehanizmi, ipd),
poleg tega pa omogoca oceno stopnje okvare zelod¢ne sluznice in prisotnost sprememb,
ki so povezane s pogostejsim vznikom raka (atrofija, metaplazija, displazija). Pri takih

bolnikih so potrebne pogostejSe gastroskopije z odvzemom biopsije (1, 2).

1.3. Bakterija Helicobacter pylori

Ze dolgo je znano, da so v &lovekovem Zelodcu tudi bakterije, Eeprav Zivljensko okolje v
Zelodcu ni prijazno za bakterije. Kisel Zelod¢ni sok je navadno sterilen zaradi proste HCI,
vendar so v zelod¢ni vsebini Stevilne bakterije, kot so streptokoki, bifidobakterije in

enterobakterije.

Zaradi razliénih kulturnih in zivljenjskih navad, pomanjkanja Zelod¢ne kisline in
bolezenskih procesov na Zelodcu lahko nastane kolonizacija z razli¢nimi bakterijami. Od
vseh bakterij, ki se pojavljajo v zelodcu, je Helicobacter pylori (HP) mikrob, ki je zaradi
svojih patofizioloSkih in virulen¢nih znacilnosti pomemben za nastanek aktivnega

gastritisa, ulkusa in raka na zelodcu.

Warren in Marshall iz bolni$nice Royal Perth v Avstraliji sta leta 1982 iz biopsijskega
vzorca bolnika z razjedo na dvanajstniku po petdnevni inkubaciji na bakterijskem gojiscu
izolirala spiralno bakterijo (19). Zaradi morfoloske podobnosti z kampilobaktri so jo
imenovali Campylobacter pyloridis, vendar so jo na osnovi fenotipskih in genetskih

znacilnosti leta 1989 uvrstili v nov rod Helicobacter (2).

Z odkritjem HP se je pric¢elo odkrivanje pomena bakterije in njene povezave z razlicnimi

bolezenskimi spremembami na Zelodcu in dvanajstniku.

1.3.1. Mikrobioloske in epidemioloske znacilnosti bakterije Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je 3-5 pm dolga, po Gramu negativna, zapognjena ali spiralno zavita
mikroareofilna bakterija. Giblje se s 4-6 unipolarnimi bicki, vsak ima na koncu
membranozno zadebelitev, ki se nadaljuje v bickov ovoj (20). Naseljena je pod sluzjo v
zelodénem in metaplasticnem gastricnem epiteliju v dvanajstniku. Bakterije HP so
prilagojene na kislo okolje zelodca (pH 1,5-2), saj izlo€ajo encim ureazo, ki razgrajuje

ureo na amonijak in bikarbonatni ion ter tako nevralizira okolico bakterije. Hitro se



gibljejo skozi zasCitno mukozno plast in se neenakomerno razporejajo po povrSini
epitelijskih celic, vendar vanje ne vstopajo. V kulturi se ve€ina sevov HP hitro preobli-
kuje v kokoidno obliko, za katero domnevajo, da je speca oblika, v kateri prezivi slabe
pogoje (21).

Okuzba s HP je najpogostejSa okuzba pri ¢loveku, vendar se prevalenca HP okuZzbe
razlikuje med posameznimi drzavami in med starostnimi skupinami. V dezelah v razvoju
se okuzba s HP pojavlja v pandemicni obliki, veCina prebivalstva je okuzena Ze od
otroStva, skoraj vsi odrasli v vseh starostnih skupinah imajo kroni¢no HP okuzbo. V
razvitih dezelah nastopi kolonizacija kasneje: seropozitivnost ugotavljajo pri 5-15 %

otrok in pri 20-65 % odraslih (22, 23).

Te razlike kazejo, da so vpleteni ne le socioekonomski dejavniki, ampak tudi drugi
dejavniki, npr. druzinske navade, prekuzenost dolocenega podrocja, higienski rezim in
genetski dejavniki (23, 24). Vzrok za opisane razlike je morda razli¢na virulenca sevov
HP, morda medsebojno delovanje ve¢ mikrobov, ki domnevno istocasno kolonizirajo

zelodéno sluznico in individalne posebnosti v imunskem odgovoru (2).

1.3.2. Patogeneza okvare Zelod¢ne sluznice pri okuzbi z bakterijo Helicobacter

pylori

Lastnosti, ki omogocajo bakteriji HP najti primerno mesto v zelod¢ni sluznici in jih
okvariti, so gibljivost, adhezivnost in antigenska spremenljivost. HP izlo¢a razli¢ne
snovi, ki omogocajo bakterijsko virulenco. Med encimi je najpomembnejsi encim ureaza

in dva toksina, vakuolizirajo¢i toksin (VacA) in citotoksi¢ni protein (CagA).

Ureaza je encim, ki katarizira hidrolizo uree, pri ¢emer nastane amoniak, ta se veze z
vodo v amonijev hidroksid (25). Vakuolizirajoci toksin (VacA) je protein, velik 87 kDa,
kodira ga gen vac. Povzroca nastajanje vakuol v epitelijskih celicah (26, 27). Drugi
toksin, imenovan citotoksi¢ni protein (CagA), je polipeptid z velikostjo 130 kDa, njegov
zapis je na genu cagA (28, 29). Vecina sevov, ki so jih dokazali pri bolnikih z ulkusno

boleznijo, ima enega ali oba toksinska gena.
Bolezenski proces zaradi okuzbe s HP v zelod¢ni sluznici spremljajo lokalna in sistemska
imunska dogajanja (30). Epitelijske celice izloCajo interlevkin 8, ki sprozi migracijo

nevtrofilnih granulocitov in monocitov, ki privabijo limfocite (31). Intraepitelijski



limfociti so v glavnem limfociti T, prisotne so tudi plazmatke, ki izlo¢ajo protitelesa IgA

).

1.4. Znacilnosti gastritisa, ki ga povzroca bakterija Helicobacter pylori

Vzrok kroni¢nega gastritisa je dale¢ najpogosteje kroni¢na okuzba Zelod¢ne sluznice z
bakterijo Helicobacter pylori, ki jo ugotovimo pri 20 % sicer zdravih in asimptomatskih
odraslih osebah, pri osebah z kroni¢no dispepsijo pa je prisotna kar v 60-90 %.

Morfolosko je gastritis, ki ga povzroc¢a HP, kroni¢ni aktivni gastritis, kar pomeni
kombinacijo infiltracije lamine proprije s plazmatkami in limfociti ter infiltracijo vratov
zlez z nevtrofilnimi granulociti (5, 32). Limfociti v lamini propriji lahko tvorijo
limfati¢ne folikle, kar daje endoskopsko znacilen nodularni videz sluznice (16). Ostale
morfoloske spremembe so podobne kot pri drugih vrstah kroni¢nega gastritisa (Zlezna

atrofija, intestinalna metaplazije, displazija).

1.5. Metode za dolo¢anje bakterije Helicobacter pylori

Pri diagnostiki okuzbe s HP sodelujejo gastroenterolog, patolog in mikrobiolog. Okuzbo
je mogoce ugotavljati neposredno, z dokazovanjem ureaze v biopsijskem vzorcu, z
dokazom mikroba v histoloSkem vzorcu in osamitvijo mikroba iz biopsijskega vzorca

zelodca (24, 30, 33, 34).

Posredno je mogoce dokazati okuzbo s HP z ureaznim dihalnim testom in z
dokazovanjem HP v blatu. Poznamo invazivne in neinvazivne medtode za doloCanje
okuzbe s HP. Invazivne metode so hitri biopticni ureazni test, faznokontrastni
mikroskopski pregled sveze odvzete biopsije, histoloska preiskava biopsije, kultura in
verizna reakcija s polimerazo. Neinvazivne metode pa so seroloSka preiskava (dolocanje
protiteles IgG in IgA), dihalni test s se¢nino in dokazovanje HP v blatu. Najpogosteje

uporabljamo za dokaz okuzbe s HP naslednje metode.

Hitri ureazni biopti¢ni test. NajhitrejSi odgovor o prisotnosti HP daje hitri ureazni
biopticni test (HUT). Temelji na sposobnosti razgradnje secnine (uree) s pomocjo
bakterijskega encima ureaze v amonijev ion in bikarbonat (35).

V posebni plasticni posodici je urea vklopljena v agar gel s fenilnim rdecilom in

bakteriostaticnim sredstvom. Biopsijski vzorec zelod¢ne sluznice potopimo v agar. V
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primeru prisotnosti HP pride do razgradnje uree, pH se spremeni v alkalno smer, kar

spremeni barvo pH indikatorja iz slamnato rumene v rdeco barvo.

Test je visoko specificen (95-100 %), senzitivnost je nekoliko manjsa. Slabost je
pocasnost pozitivne reakcije. Novi testi namesto agarja uporabljajo testni trak, pri

katerem je reakcija hitrejsa.

Dihalni test s se¢nino. Dihalni test s se¢nino temelji na isti reakciji kot hitri ureazni test,
ki ga zdravnik naredi ob gastroskopiji. S testom dolo€amo celokupno encimsko aktivnost
(36). Bolnik spije dolo¢eno koli¢ino seénine, ki ima namesto '°C v molekuli C. V
elodcu ureaza, ki jo izloga HP, razgradi testno se¢nino in "°C se pojavi v bikarbonatnem
anionu. Bikarbonatni anion se absorbira v kri in se kot CO, oz. 13C02 izlo¢i v izdihanem
zraku. Ce izmerimo razmerje med “C/"°C pred testom in po tem, ko je bolnik popil
oznadeno seénino, bo to razmerje ob prisotnosti bakterije spremenjeno. Ce je povedano
razmerje ve¢ kot 4 %, je rezultat pozitiven. Test odlikuje enostavnost, visoka obcutljivost
in specifi¢nost ter zanesljivost, zato ga pogosto uporabljajo. Izotop "*C je povsem ne-

Skodljiv in je primeren tudi za uporabo pri otrocih, nosec¢nicah in dojecih materah.

Seroloska diagnostika. Seroloske preiskave so za bolnika bolj prijazne, saj ni potrebno
opraviti gastroskopije. Temeljijo na dokazovanju protiteles, ki jih sprozi okuzba s HP.

Specificna protitelesa IgG so diagnosti¢no pomembna. Pri otrocih z Zelod¢nimi tezavami
pomeni poviSan titer IgG verjeten dokaz okuzbe s HP, pri odraslih pa povisan titer IgG
ne pomeni vedno bolezni. Po uspeSenem zdravljenju se v 3-6 mesecih titer protiteles IgG

zacne znizevati in se v 1-2 letih povsem zniza (37, 38).

Molekularna diagnostika. Verizna reakcija z polimerazo (angl. PCR - polymerase chain
reaction ) je relativno nova metoda sinteze nukleinskih kislin in vitro, s katero lahko v
kratkem ¢asu pomnozimo dolo¢en odsek DNA ali RNA v velikem $tevilu kopij. Za to
preiskavo potrebujemo biopsijski vzorec Zelod¢ne sluznice, zato jo uvrSs€amo med

invazivne metode.

Preiskavo, ki je korenito spremenila molekularno biologijo, danes najveckrat
uporabljamo za dokazovanje razli¢nih mikroorganizmov. Dokazovanje mikroorganizmov
s PCR temelji na in vitro pomnozevanju specifi¢nih, majhnih odsekov njihovega dednega
materiala. Temu sledi dokazovanje specifi¢nosti pomnozenega genomskega odseka

mikroorganizma (39).
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HistoloSka preiskava z razlicnimi metodami za dokaz HP v tkivu. Zdravnik pri
gastroskopiji odvzame biopsijske vzorce na razlicnih mestih. Te vzorce barvamo s
posebnimi barvili in jih pregledamo pod mikroskopom. Standardno barvanje s
hematoksilinom in eozinom slabo prikaze HP, zato je priporocljivo uporabiti poleg HE Se

katero od specialnih barvanj ali imunohistkemi¢no metodo (40).

Ta preiskava ne omogoca samo ugotavljanje okuzbe s HP, ampak tudi natan¢no oprede-
litev sprememb v Zelod¢ni sluznici: vrsto gastritisa, prisotnost atrofije, metaplazije, dis-

plazije in malignega tumorja.

Kultivacija in identifikacija. Biopsijski vzorec posljemo v mikrobioloski laboratorij v
posebnem mediju. Razmaz biopsijskega vzorca obarvamo po Gramu, dolo¢imo
prisotnost ureaze, zasejemo na obogatena gojiS€a in jih inkubiramo v mikroareofilnih
okolis¢inah 3-14 dni. HP prepoznamo z mikroskopsko sliko, dokazom gibljivosti, ureaze,
oksidaze in katalaze. Kultivacija biopsijskega vzorca je pomembna zlasti kadar zelimo

ugotoviti odpornost oz. obcutljivosti na antibiotike (30, 41).
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2. NAMEN DELA

Ugotavljanje etiologije gastritisa je mo¢no napredovalo po dokazu, da velik del primerov
povzro€i okuzba z bakterijo Helicobacter pylori (HP) in po uvedbi specialnih barvanj za

dokaz HP v rutinske preglede Zelod¢nih biopsij.

Danes poznamo ve¢ nacinov za prikaz bakterij Helicobacter pylori (HP) v biopsijskih
vzorcih Zelod¢ne sluznice (30). Ker gre za zelo pogosto bolezen, so biopsije Zelod¢ne
sluznice zelo Stevilne, zato je pomembno izbrati metodo za prikaz bakterije HP, ki je

obcutljiv, hiter in poceni.

Cilj naSe raziskave je primerjati najpogostejSe tehnike za prikaz bakterije Helicobacter
pylori v biopsijskih vzorcih zelodéne sluznice: specialno barvanje po Giemsi in "Alcian
yellow" ter imunohistokemi¢no metodo. Med seboj bomo primerjali iste biopsije,
barvane na razli¢ne nacine in skusali ugotoviti, koliko bakterij je prikazanih v razli¢nih
metodah za prikaz bakterij, pri tem bomo ocenjevali tudi jasnost barvne reakcije in

obarvanost ozadja.
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3. MATERIAL in METODE

3.1. Bolniki

V arhivu InStituta za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani smo naklju¢no
izbrali zaporednih 30 primerov HP pozitivnega kroni¢nega gastritisa. Pri vseh biopsijah
je bila Ze narejeno barvanje s hematoksilinom in eozinom ter barvanje po Giemsi. Za
naSo raziskavo smo iz parafinskih blokov odrezali dodatne rezine debeline 4-5
mikrometrov in dodatno naredili preparate, barvane po Kreybergu, »Alcian yellow« in z

imunohistokemi¢no metodo.

V skupini je bilo 17 moskih in 13 Zensk, starih 12 do 83 let, povprecna starost je
bolnikov je bila 51,8 let. Pri vseh bolnikih je bila na Klinicnem oddelku za
gastroenterologijo Klini¢nega centra v Ljubljani narejena gastroskopija in odvzeta

biopsija zelod¢ne sluznice.

3.2. Biopsijski vzorci Zelod¢ne sluznice

3.2.1. Priprava histopatoloskih preparatov

Priprava histopatoloskih preparatov in razlicna barvanja na InStitutu za patologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani potekajo po natancno dolo¢enem postopku, ki je opisan

v Poslovniku kakovosti (48).

Prvi korak v postopku izdelave trajnega histoloSkega preparata je bila fiksacija. Endo-
skopsko pridobljeni vzorci sluznice zelodca so bili takoj po odvzemu potopljeni v
fiksativ. Za fiksativ smo uporabili 10 % nevtralni pufran formalin, s ¢imer smo preprecili
avtolizo in gnilobni razpad, ohranili morfolosko strukturo tkiva, preprecili difuzijo topnih
tkivnih komponent in ohranili kemi¢ne sestavine tkiva. Formalinska fiksacija je trajala 8-

10 ur pri sobni temperaturi.

VW W

Fiksirane tkivne vzorce smo nato prepojili z mesanico visoko pre¢iscenega parafina, ki
vsebuje plasticne polimere regulirane molekulske mase, kar omogoca boljSe tkivno
prepajanje (Leica Paraplast Tissue Embedding Medium, McCormick ZDA, kat. §t.
39501006). Parafin smo talili pri 56° C. Prepajanje s parafinom je omogocilo rezanje

tankih histoloskih rezin.
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Postopek prepajanja z parafinom je sledeC. Fiksirano tkivo smo dehidrirali z etanolom,
obdelali z organskim topilom ksilenom in prepojili v raztaljenem parafinu. Rutinski
postopek fiksacije, dehidracije, bistrenja in prepajanja s parafinom je bil izveden v
tkivnem procesorju (Sakura, Vip Junior, Japonska) in je trajal do 18 ur. S parafinom
prepojene histoloSke vzorce smo narezali na 4-5 mikrometrov debele rezine na
mikrotomu Leica RM 2135, Nemcija. Odrezane rezine tkiva smo pobrali na objektna

steklca in jih v termostatu pri 60° C suSili 30 minut.

3.2.2. Barvanje s hematoksilinom in eozinom

Barvanje z hematoksilinom in eozinom je osnovno histolosko barvanje, s katerim smo
prikazali celi¢na jedra v modri barvi, citoplazmo in vecino ostalih medceli¢nih struktur

pa v razli¢nih odtenkih roznato rdece barve (slika 3a in 5a) (42).

Hematoksilin je naravno biolosko barvilo, ki ga dobivajo z ekstrakcijo sredice drevesa
Haematoxylon campechianum. Za barvanje smo uporabili galunski hematoksilin, vezni
¢len je galun. Barvilo smo pripravili sami v laboratoriju po navodilu za pripravo barvil.

Sestavine so: hematoksilin, kalijev galun, natrijev jodat, 96 % etanol in destilirana voda.

Eozin je anionsko barvilo, ki obarva citoplazmo celic roznato rdece. Vsebuje proste
anionske skupine, ki se vezejo na proste skupine proteinov z nasprotnim nabojem. Vodno
raztopino barvila smo pripravili sami v laboratoriju po navodilu za pripravo barvil. Za
barvanje parafinskih preparatov s hematoksilinom in eozinom smo uporabili aparat
Medite TST 30 (Burgdorf, Nemcija). Postopek barvanja s hematoksilinom in eozinom je
raCunalniSko voden in je slede¢. Histoloski preparati se deparafinirajo v ksilenu in
rehidrirajo z alkoholi padajoce koncentracije. Sledi spiranje pod teko¢o vodo, nato se
preparati barvajo v vodni raztopini barvila hematoksilina. Zopet sledi spiranje pod tekoc¢o
vodo. Prebitek barvila se odstrani z blago raztopino klorovodikove kisline in s spiranjem
pod tekoco vodo. Preparati se potopijo v vodno raztopino barvila eozin, ¢emur sledi
spiranje pod teko¢o vodo. Sledi dehidracija z alkoholi naras¢ajoe koncentracije.
Postopek se konca z bistrenjem obarvanih preparatov v ksilenu. Obarvane preparate

prekrijemo z medijem Perteks in krovnim stekelcem.
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3.2.3. Barvanje po Kreybergu

Barvanje po Kreybergu je barvni postopek, ki prikaze kisle mukopolisaharide (mucin) v
zeleni barvi, celi¢na jedra v modri barvi, vezivna vlakna v rumeni do oranzni barvi,
keratin v temno rdeci barvi in ostale tkivne strukture v rumeno roznati barvi (slika 2a, 2b,

3b, 4a, 4b, 5b).

Za to metodo potebujemo vodno raztopino barvila celestin blue za prikaz jeder, galunski
hematoksilin za dodatno barvanje jeder, vodno raztopino barvila eritrozin za barvanje
citoplazme, vodno raztopino barvil alcian blue in alcian green pri pH vrednosti 2.5 za
prikaz kislih mukopolisaharidov, alkoholno raztopino barvila zafran za prikaz vezivnih
vlaken. Vodna raztopina barvila celestin blue je barvilo, ki vsebuje zelezov galun,

celestin blue, glicerol in demineralizirano vodo.

Galunski hematoksilin vsebuje hematoksilin, kalijev galun, natrijev jodat, 96 % etanol in
destilirano vodo. Eritrozin vsebuje eritrozin B in teko¢o vodo. Alciansko barvilo vsebuje
alcian blue, alcian green, ocetno kislino in demineralizirano vodo, pri pH vrednosti 2,5.

Barvilo Zafran vsebuje Safran du Gatinais in 100 % etanol.

Barvila smo pripravili sami v laboratoriju po navodilu za pripravo barvil, barvanje je
potekalo v aparatu za barvanje Shandon (Varistain 24-3, Anglija). V aparatu so se
preparati odparafinirali do tekoce vode, barvali v celestin blue barvilu, spirali pod tekoco
vodo, barvali v galunskem hematoksilinu, zopet spirali v tekoc¢i vodi, nato se prebitek
barvila odstrani z blago raztopino klorovodikove kisline, preparati so se zopet spirali v
teko¢i vodi, barvali v eritrozinu, spirali pod teko¢o vodo, v 96 % etanolu in Se enkrat pod
tekoco vodo, se nato barvali v alcianskem barvilu, spirali v destilirani vodi, v 100 %
etanolu, barvali v Zafranu in spirali v 100 % etanolu. Nato so se preparati bistrili v

ksilenu in pokrili z medijem Perteks in krovnim stekelcem.

3.3. Metode za prikaz bakterije Helicobacter pylori

3.3.1. Barvanje po Giemsi

Za to barvanje smo uporabili barvilo Giemsa (Merck, Nemcija). Vodna raztopina, ki smo
jo pripravili sami v laboratoriju, je meSanica barvila metilen blue, eozina, metanola in
glicerina (40). Preparate smo najprej odparafinirali do tekoce vode, nato pa barvali v

barvilu Giemsa 50 minut pri sobni temperaturi. Preparate smo nato sprali v tekoc¢i vodi,
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jih hitro dehidrirali v 96 % in 100 % etanolu, bistrili v ksilenu in prekrili z medijem

Perteks ter krovnim steklcem. Bakterije HP so se obarvale modro (slika 5c, 6a in 7a).

3.3.2. Barvanje "Alcian yellow"

Uporabili smo barvni komplet »Alcian Yellow« (Ventana Medical Systems, ZDA, PN
860-017).

Komplet vsebuje toluidin blue, bistrilo, senzibilizator, oksidant in »Alcian Yellow«
barvilo. Barvanje poteka v racunalniSko vodenemu aparatu (Nexes Special Stains,

Ventana Medical Systems, ZDA).

Bakterije HP se obarvajo modro zeleno (slika 6b in 7b), ozadje prav tako modro, mucin

pa rumeno.

3.3.3. Imunohistokemi¢na metoda

Z imunohistokemi¢no metodo z uporabo specificnih protiteles v histoloSkih rezinah pri-
kaZemo tiste snovi, ki imajo lastnosti antigena. Antigeni so snovi, s katerimi lahko v pos-

kusni zivali izzovemo nastajanje specifi¢nih protiteles (43).

Protitelesa, ki jih uporabljamo v imunohistoloskih tehnikah, so izdelana v razli¢nih
zivalskih vrstah (zajec, koza, mis). Lahko so poliklonska, dokazujemo celotno makro-
molekulo antigena, ali monoklonska, z katerimi dokazujemo posamezne antigenske

determinante.

Za prikaz bakterije Helicobacter pylori smo v nasi raziskavi uporabili zaj¢ja poliklonska
protitelesa proizvajalca Dako (Glostrup, Danska, No. B0471), s katerimi dokazujemo
posamezne antigenske determinante. Da postane pozitivna reakcija vidna, so protitelesa
oznacena s fluorokromi (fluorescein izocianat, rodamin-B, tetrametilrodamin izocianat)

ali encimi (hrenova peroksidaza, alkalna fosfataza).

Ker smo uporabili z encimi oznacena protitelesa, smo morali pred inkubacijo tkivnega
vzorca blokirati lastne tkivne in celicne encime. Po inkubaciji smo dodali substrat, ki ga
je encim razkrojil, produkt reakcije pa je spremenil neobarvani kromogen v obarvano

obliko. Pozitivno reakcijo smo opazovali s svetlobnim mikroskopom.

Imunohistoloske tehnike so lahko neposredne (direktne), ¢e uporabimo eno samo proti-

telo, ki je oznaceno, ali pa posredne (indirektne, dvo ali vec stopenjske). Indirektne
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tehnike so mnogo obcutljivejSe od direktnih. Pri dvostopenjski tehniki po inkubaciji s
primarnim protitelesom, ki je usmerjen proti antigenu v tkivu in ni ozna¢eno, nanesemo

drugo oznaceno protitelo, usmerjeno proti primernemu protitelesu.

Uporabili smo metodo kompleksa streptavidin-biotin (Slika 1). Na epitop bakterije HP se
veze primarno zaj¢je poliklonsko protitelo. Na primarno protitelo se veze sekundarno
kozje vezno protitelo, na katero je vezan vitamin biotin, nanj pa se z veliko afiniteto veze
glikoprotein streptavidin, oznacen s hrenovo peroksidazo. Po dodatku vodikovega pero-
ksida in ob prisotnosti kromogena diaminobenzidina (DAB) nastane na mestu imunskega

kompleksa rjava oborina.

Za prikaz bakterije HP smo uporabili kupljen serum, ki se je uporabil v delovni
koncentraciji 1 del seruma proti 30 delom pufra za red¢enje protitelesa. Razredcitev 1:30

prikaze HP na povrSini ali v citoplazmi epitelijskih celic.

STREPTAVIDINSKI KOMPLEKS
NA BIOTIN (B) VEZANA HRENOWA PEROKSIDASA

SEKUNDARNO KOZIE F‘F‘.DTH’ELD.EJENAEEI‘-{D Z
BIOTINGM (B}, VEZANOD NA PRIMARND ZAJCIE
PROTITELO

PRIMARND Z&JEIE PROTITELD, VEZANO NA
EPITOP HP

EPITOP HP VEZAN NA ANTIGEN {Ag) NA TKIVNI
REZINI

Slika 1. Shematski prikaz indirektne imunohistokemicne metode z

prikaz bakterije Helicobacter pylori.
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3.3.4. Ocenjevanje histopatoloskih sprememb v biopsijskih vzorcih in poselitve

sluznice z bakterijo Helicobacter pylori

Histopatoloske spremembe v biopsijskih vzorcih smo ocenjevali po Sydneyski
klasifikaciji. Intenzivnost vnetne celi¢ne infiltracije, zlezno atrofijo, metaplazijo in dis-

plazijo smo ocenjevali po sistemu + blaga, ++ zmerna, +++ huda.

Poselitev sluznice z bakterijo Helicobacter pylori smo ocenili kot + (redke bakterije na
manj kot 1/3 zajete sluznice), ++ (posamezne bakterije in manjse skupine na 1/3 do 2/3

zajete sluznice) in +++ (Stevilne bakterije v vsaj 2/3 zajete sluznice).

3.4. Primerjava razli¢cnih metod za prikaz bakterije Helicobacter pylori

(barvanje po Giemsi in ""Alcian yellow" ter imunohistokemi¢na metoda)

S pomocjo svetlobnega mikroskopa smo primerjali iste biopsije, barvane na razli¢ne

nacine, in skusali ugotoviti, koliko bakterij je prikazanih v razlicnih metodah barvanja.
Upostevali smo tudi jasnost barvne reakcije in obarvanost ozadja.
Posebej pozorno smo vrednotili biopsije, pri katerih so prisotne redke bakterije HP.

Primerjali smo tudi trajanje in ceno treh metod za prikaz bakterij HP v biopsijskih

vzorcih.
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4. REZULTATI

4.1. HistopatolosSke spremembe v biopsijskih vzorcih Zelod¢ne sluznice

Podatke o histopatoloskih spremembah pri naklju¢no izbranih zaporednih biopsijah
bolnikov s HP gastritisom prikazuje Preglednica I. Med 30 biopsijami je bilo 22 vzorcev
Zelod¢ne sluznice antralnega tipa in 8 vzorcev Zelod¢ne sluznice korpusnega tipa. Tip
sluznice smo lahko opredelili v preparatih, obarvanih s HE kot tudi v preparatih,
obarvanih po Giemsi, vendar je v slednjem tip zelod¢ne sluznice lazje opredeliti, saj se
glavne celice, po katerih prepoznamo korpusno sluznico, v barvanju po Giemsi obarvajo

temno modro (44).

Intenzivnost kroni¢nega vnetja smo opredelili kot blago (3 primeri), zmerno (21
primerov) (slika 2b) ali hudo (6 primerov). Aktivnost (floridnost) vnetja pa smo opre-
delili kot blago pri 13 primerih, zmerno pri 8 (slika 2a) in hudo pri 6 primerih, pri 3 pa

nismo nasli histoloskih znakov aktivnega (floridnega) vnetja.

Slika 2. Gastritis, povzrocen z bakterijo Helicobacter pylori. Barvanje po Kreybergu.

(a) Floridni (aktivni) gastritis zmerne stopnje: Stevilni nevtrofilni granulociti vdirajo v
vratove zlez. Povecava 40x. (b) Kronicni gastritis zmerne stopnje. lamina propria je

infiltrirana s Stevilnimi limfociti in plazmatkami. Povecava 20x
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Pri 15 primerih smo opazili intestinalno metaplazijo (slika 3a in 3b); intestinalno
metaplazijo smo mnogo lazje prepoznali v barvanju po Kreybergu, ker se kisli mucini,

znacilni za intestinalno sluznico, obarvajo modro (slika 3b).

Pri 14 primerih smo opazili tudi atrofijo (slika 4a) in pri dveh displazijo zelod¢ne

sluznice (slika 4b).

Slika 3. Kronicni gastritis z intestinalno metaplazijo. Povecava 20x.

(a) Barvanje s hematoksilinom in eozinom: metaplasticna sluznica je na sliki levo.
(b) Barvanje po Kreybergu: metaplasticna sluznica se zaradi prisotnosti kislih

mukopolisaharidov (mucinov) obarva modrikasto.
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Slika 4. Kronicni gastritis z atrofijo (a) in displazijo (b). Barvanje po Kreybergu.

(@) V podrocju atrofije so zelodcne Zleze razredcene. Povecava 10x.
(b) V podrocju displazije so epitelijske celice v Zlezah in krovnem epiteliju vecje, atipicne

in imajo hiperkromna jedra, poudarjena je mitotska aktivnost. Povecava 20x.

Slika 5. Barvanje s hematoksilinom in eozinom (a) in po Kreybergu (b) ne prikazeta

Jjasno helikobaktrov. Barvanje po Giemsi (c) pa prikaze helikobaktre predvsem v

foveolah in redke na povrsini. Povecava 60x.
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Preglednica |. Histopatoloske spremembe v biopsijskih vzorcih Zelodcne sluznice
bolnikov s gastritisom, povzrocenim z bakterijo Helicobacter pylori (HP).

Legenda: * + blago, ++ zmerno, +++ hudo, ** 1. redke HP na manj kot 1/3 sluznice,

2: manjse skupine na 1- 2/3 sluznice, 3: stevilne HP v vsaj 2/3 zajete sluznice

Spol, Tip Kron. | Aktivho | Meta- Atrofi- | Displa- HP**
starost | sluznice | vnetje* | vnetje* | plazija* ja* zija*
M, 18 | antrum ++ + 0 + 0 1
7,40 | korpus + 0 + 0 0 2
7,71 antrum ++ + 0 0 0 2
Z,16 antrum ++ + 0 0 0 1
M, 19 | antrum ++ + + 0 0 2
M, 75 | korpus ++ + + ++ 0 1
7,48 antrum ++ + + 0 0 2
7,12 antrum ++ + 0 0 0 2
M, 41 antrum ++ + 0 0 0 1
M, 70 | antrum ++ + + 0 0 2
Z,15 | antrum + 0 + + 0 1
7,23 | korpus o o+ 0 0 0 2
M, 64 | korpus ++ +++ 0 0 0 2
7,79 antrum + 0 + + 0 1
M, 56 | korpus + + + 0 0 1
M, 54 | korpus ++ ++ 0 0 0 2-3
M, 54 | antrum ++ +++ 0 0 + 3
Z, 61 antrum ++ ++ 0 + 0 3
M, 72 | korpus +++ +++ 0 + 0 3
M, 72 | antrum ++ + 0 + 0 1
M, 62 | antrum ++ ++ + ++ 0 3
M, 15 | antrum +++ ++ + 0 0 3
7,74 | korpus ot +++ + ++ 0 3
7,74 | antrum ot -+ ++ ++ 0 1
M, 56 | antrum +++ ++ 0 ++ 0 3
M, 44 | antrum ++ ++ 0 ++ 0 3
M, 63 | antrum +++ ++ + ++ 0 2-3
7,76 antrum ++ + + 0 0 3
7,73 | antrum ++ 4 + 0 0 2-3
M, 51 antrum ++ + 0 ++ 0 3
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4.2. Ocenjevanje histopatoloSkih sprememb v biopsijskih vzorcih
Zelod¢ne sluznice v barvanju s hematoksilinom in eozinom ter v

barvanju po Kreybergu

Primerjava obeh osnovnih histoloskih barvanj pokaze, da sta zelo podobni.
Najpomembnejsa razlika je, da barvanje po Kreybergu obarva kisle mucine modro. Ker
se kisli mucini tvorijo le v intestinalni, ne pa v normalni Zelod¢ni sluznici, nam barvanje
po Kreybergu olajSa prepoznavo podrocij intestinalne metaplazije v Zelod¢ni sluznici

(slika 3a in 3b).

4.3. Prikaz bakterije Helicobacter pylori v biopsijskih vzorcih Zelod¢ne

sluznice

4.3.1. Barvanje s hematoksilinom in eozinom in barvanje po Kreybergu

Tako barvanje s hematoksilinom in eozinom kot tudi barvanje po Kreybergu prikazeta
bakterije HP, kadar so Stevilne (»HP3 gastritis«) (slika 5a in 5b), v obeh se obarvajo
bledo roza. Kadar je bakterij manj (»HP1 in 2 gastritis«), smo jih zaznali le v dveh

primerih.

4.3.2. Barvanje po Giemsi

V vzorcih, ki so bili barvani po Giemsi, so se bakterije HP obarvale sivo modro (slika 5Sa,
6a in 7a). Pri prepoznavi smo upostevali tudi obliko bakterije in lokalizacijo (povrhnja
plast sluzi, nad in med epitelijskimi celicami). Ob tem se je ozadje obarvalo minimalno,
kar je omogocilo jasen in oster prikaz bakterij. Prepoznava je bila enostavna, kadar so
bile HP srednje do zelo Stevilne (HP2 ali HP3). Bakterije HP s to metodo nismo prikazali

le v enem primeru.

4.3.3. Barvanje ""Alcian yellow"

V vzorcih, ki so bili barvani z "Alcian yellow", so se bakterije HP obarvale zeleno modro
(slika 6b in 7b). Tudi v barvanju z "Alcian yellow" smo upostevali obliko bakterij in

lokalizacijo (povrhnja plast sluzi, nad in med epitelijskimi celicami). Nekoliko moc¢neje
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se je obarvalo ozadje, tako da so bile bakterije prikazane nekoliko manj jasno in ostro.
Podobno kot v barvanju po Giemsi je bila prepoznava enostavna, kadar so bile HP
srednje do zelo Stevilne (HP2 ali HP3). Bakterije HP s to metodo nismo prikazali le v
enem primeru gastritisa, v istem primeru se bakterije niso prikazale niti v barvanju po

Giemsi.

4.3.4. Imunohistokemi¢na metoda

Pri imunohistokemic¢ni metodi so se bakterije obarvale z rjavo barvo (slika 6¢ in 7c). Pri
tem nismo opazili obarvanja ozadja, zato je bila slika ostra in jasna. Oblika in lokalizacija
sta bili jasno prikazani. S to metodo smo prikazali tudi posamezne bakterije v edinem
primeru gastritisa, v katerem se HP niso prikazale niti v barvanju po Giemsi niti v
barvanju "Alcian yellow", bili pa so prisotni znaki floridnega (aktivnega) vnetja, ki so

kazali na moznost okuzbe z bakterijo HP.

4.4. Primerjava barvanja po Giemsi in "Alcian yellow'" z imunohisto-

kemiéno metodo

Primerjavo poselitve Zelod¢ne sluznice z bakterijo HP pri razlicnih metodah barvanja

prikazuje Preglednica II.

Prikaz bakterij HP z barvanjem po Giemsi in barvanjem "Alcian yellow" je bil podoben.
Zdi se, da prikazeta podobno Stevilo bakterij in da omogocata oceno oblike in
lokalizacije bakterije HP. Sama slika je v barvanju po Giemsi nekoliko bolj ostra, ker je
manj obarvano ozadje. Obe barvanji sta enako uspesni pri lo¢evanju korpusne in antralne

sluznice.

Imunohistokemi¢na metoda oc€itno prikaze vecje Stevilo bakterij. Primerjali smo iste
biopsijske vzorce na istem mestu, barvane na tri razlicne nacine. Na ta nacin seveda
vzorci v posameznem barvanju niso povsem identi¢ni, ker gre za razlicne globine, kar
kaZe tudi sama oblika Zlez (slika 6 a-c in 7 a-c). Imunohistokemic¢na metoda je prikazala

tudi posamezne bakterije, ki jih v ostalih dveh barvanjih nismo zaznali (slika 7 a-c).
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Preglednica 1. Semikvantitativna ocena poselitve zZelodcne sluznice z bakterijo
Helicobacter pylori (HP) pri razlicnih metodah barvanja za prikaz bakterij.

Legenda: * I: redke HP na manj kot 1/3 sluznice, 2: manjse skupine na 1- 2/3 sluznice,
3: Stevilne HP v vsaj 2/3 zajete sluznice

Zaporedna Giemsa* Alcian Imunohisto-
§t. biopsije yellow* kemija*
1. 0 0 1
2. 1 1 2
3. 1 1 2
4. 0 0 1
5. 1 1 2
6. 0 0 1
7. 1 1 2
8. 1 1 2
9. 0 0 1
10 1 1 2
11 0 0 1
12. 1 1 2
13. 1 1 2
14. 0 0 1
15. 0 0 1
16. 3 3 3
17. 3 3 3
18. 3 3 3
19. 3 3 3
20. 0 0 1
21. 3 3 3
22 3 3 3
23. 3 3 3
24. 0 0 1
25. 2 2 3
26. 3 3 3
27. 2 2 3
28. 3 3 3
29. 2 2 3
30. 3 3 3
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Slika 6. Kronicni in floridni (aktivni) gastritis, povzrocen z bakterijo Helicobacter pylori.
Poselitev sluznice z bakterijo smo ocenili kot +++ (Stevilne bakterije v vsaj 2/3 zajete
sluznice). Za primerjavo metod za prikaz bakterije smo izbrali enako podrocje v
biopsijskem vzorcu. Povecava 40x. (&) Barvanje po Giemsi. Na povrsini sluznice so
Stevilne modro obarvane bakterije. (b) Barvanje «Alcian Yellow«. Na povrsini sluznice
so Stevilne modro-zeleno obarvane bakterije. (C) Imunohistokemicna metoda. Na povrsini

sluznice so Stevilne rjavo obarvane bakterije.

Slika 7. Kronicni in floridni (aktivni) gastritis, povzrocen z bakterijo Helicobacter pylori.
Poselitev sluznice z bakterijo Helicobacter pylori smo ocenili kot + (redke bakterije na
manj kot 1/3 zajete sluznice). Za primerjavo metod za prikaz bakterije smo izbrali enako
podrocje v biopsijskem vzorcu. Povecava 40x. () Barvanje po Giemsi. Na povrsini
sluznice ni jasno vidnih bakterij. (b) Barvanje «Alcian Yellow«. Na povrsini sluznice ni
Jjasno vidnih bakterij. (C) Imunohistokemicna metoda. Na povrsini sluznice so redke rjavo

obarvane bakterije.
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4.5. Trajanje in cena razli¢nih metod za prikaz bakterije Helicobacter

pylori v biopsijskih vzorcih Zelod¢ne sluznice

Preglednica III prikazuje primerjavo trajanja izdelave 10 preparatov s pomocjo razli¢nih

metod za prikaz bakterij HP in cenovno razmerje.

Najbolj zamudno je barvanje po Giemsi, medtem ko med barvanjem "Alcian yellow" in

imunohistokemi¢no metodo ni bistvene razlike.

Preglednica 1. Primerjava razlicnih metod za prikaz bakterije Helicobacter pylori v

biopsijskih vzorcih Zelodcne sluznice.

Trajanje preiskave (min) | Razmerje cen (primerjava
Metoda . . .
(za 10 preparatov) z barvanjem po Giemsi)
Barvanje po 60 i
Giemsi
Barvanvjve "Alcian 45 1160
yellow
Imunohistokemi¢na 45 1 - 240
metoda

NajcenejSe je barvanje po Giemsi; barvanje "Alcian yellow" je priblizno 160-krat drazje,
imunohistokemi¢na metoda pa 240-krat drazja kot barvanje po Giemsi. Imunohisto-

kemi¢na metoda je 1,5-krat drazja kot barvanje "Alcian yellow" .
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5. RAZPRAVA

5.1. HistopatoloSke spremembe v biopsijskih vzorcih Zelod¢ne sluznice

bolnikov z gastritisom, povzro¢enim z bakterijo Helicobacter pylori

V biopsijskih vzorcih ZelodEne sluznice smo pri gastritisu, povzro¢enem z bakterijo
Helicobacter pylori (HP), ugotovili kroni¢no vnetje razlicne intenzivnosti pri vseh
bolnikih; kroni¢no vnetje smo prepoznali po infiltraciji lamine proprije z mono-
nuklearnimi vnetnicami (limfociti in plazmatkami), pogosto so se tvorili limfaticni
folikli. Pri skoraj vseh bolnikih smo nasli tudi znake aktivnega (floridnega) vnetja, za

katerega je znacilna infiltracija Zleznih vratov z nevtrofilnimi granulociti.

Nase ugotovitve so skladne s podatki v literaturi, da je kroni¢ni aktivni gastritis znacilna
histoloska slika pri HP gastritisu (1, 2). Zato je potrebno pri vsakem primeru kroni¢nega

aktivnega gastritisa natancno pregledati histoloski preparat in iskati bakterije HP.

Dokaj pogosto smo nasli tudi intestinalno metaplazijo in atrofijo Zelod¢ne sluznice (pri
polovici bolnikov). Intestinalno metaplazijo smo mnogo lazje prepoznali v barvanju po
Kreybergu, ker se kisli mucini, znacilni za intestinalno sluznico, obarvajo modro. Dis-

plazija Zelod¢ne sluznice je bila redka, ugotovili smo jo pri dveh bolnikih.

Intestinalna metaplazija, atrofija in displazija se ne pojavljajo samo pri HP gastritisu,
ampak tudi pri drugih vrstah kroni¢nega gastritisa. Prisotnost vseh treh je pomembna
zato, ker v tako spremenjeni zelod¢ni sluznici pogosteje vznikne rak (13-15). Take

bolnike je potrebno skrbno slediti.

5.2. Pomen biopsije Zelod¢ne sluznice pri kroniénem gastritisu

Klini¢ne in endoskopske znacilnosti HP gastritisa in drugih vrst gastritisa niso znacilne
(6-9), zato je za opredelitev gastritisa potrebna biopsija. V biopsiji med drugim vedno
skusamo opredeliti vzrok (etiologijo) gastritisa. Najpogostejsi vzrok kroni¢nega gastritisa
je okuzba Zelod¢ne sluznice z bakterijo Helicobacter pylori (HP). Ugotavljanje vzroka
gastritisa je pomembno, ker vsak nezdravljen kroni¢ni gastritis (ne glede na vzrok) lahko
vodi v razvoj Zelod¢nega karcinoma (13, 30), HP gastritis pa je povezan tudi z razvojem

malignega limfoma (14, 15).
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Okuzbo s HP lahko pozdravimo z antibiotiki (45, 46). Raziskave so pokazale, da po
eradikaciji HP vnetje v Zelod¢ni sluznici s€asoma izzveni, aktivno (floridno) vnetje v
nekaj mesecih, kroni¢no vnetje pa je lahko prisotno tudi do dve leti (47). Tudi ostale
histopatoloske spremembe lahko po odstranitvi vzroka izginejo, delno ali v celoti.
Eradikacija HP pozdravi celo maligni limfom pri vecini bolnikov, ki se lahko pojavi kot
zaplet HP gastritisa (14, 15). Zato je opredelitev vzroka gastritisa eden od naj-

pomembnejsih ciljev pri pregledu biopsije, saj omogoci ustrezno zdravljenje (2).

Poleg vzroka gastritisa pa je seveda pomembna tudi ocena vseh histopatoloskih
sprememb v Zelod¢ni sluznici: nekatere so povezane s pogostejSim vznikom raka, npr.
intestinalna metaplazija, atrofija, displazija (1, 12, 18), zato je te bolnike potrebno skrbno
slediti in ponavljati biopsije. V¢asih pa lahko v biopsiji najdemo rakave spremembe, ki

zahtevajo takojSnje ukrepanje.

5.3. Primerjava osnovnih barvanj biopsijskih vzorcev Zelod¢ne sluznice

V patologiji se kot osnovno histolosko barvanje najpogosteje uporablja barvanje s hema-
toksilinom in eozinom (HE) (42), v nekaterih laboratorijih pa pri biopsijah s podrocja
prebavil uporabljajo barvanje po Kreybergu. Primerjava obeh je pokazala, da je v
barvanju po Kreybergu mnogo lazje prepoznati intestinalno metaplazijo in oceniti njen
obseg kot v barvanju s hematoksilinom in eozinom. Ocena intestinalne metaplazije je
pomembna, saj se v tako spremenjeni sluznici pogosteje razvije rak. Razen omenjenega

pa nismo opazili bistvenih razlik med obema osnovnima na¢inoma barvanja.

5.4. Primerjava razli¢nih metod za prikaz bakterije Helicobacter pylori
v biopsijskih vzorcih Zelod¢ne sluznice

Skladno z nasimi pri¢akovanji osnovno histolosko barvanje, ne glede na to, za katero se
odlo¢imo, bodisi za barvanje s hematoksilinom in eozinom ali za barvanje po Kreybergu,

za oceno poselitve sluznice z bakterijo HP ni primerno. Zato je potrebno pri vseh

biopsijah Zelod¢ne sluznice dodati Se eno metodo.

Najbolj obcutljiva je imunohistokemi¢na metoda, saj pri njej uporabimo monoklonska

protitelesa, ki reagirajo z antigeni bakterije HP. Zato je prikaz bakterije HP s to metodo,
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tudi ¢e so zelo redke ali celo ena sama, zanesljiv. Zaradi visoke cene pa uporaba te

metode pri vseh biopsijah ni upravicena.

Pomembno je izbira nadomestne metode, ki jo bomo uporabili pri vseh biopsijah
zelodéne sluznice. Biti mora ¢imbolj obcutljiva, hitra in poceni. Nasa raziskava kaze, da
je obcutljivost obeh testiranih specialnih barvanj, ki bi jih uporabili pri vseh biopsijah,
barvanja po Giemsi in barvanja "Alcian yellow", podobna. Zdi se, da prikaZeta podobno
Stevilo bakterij HP, vendar je bil prikaz HP v barvanju po Giemsi nekoliko bolj jasen
zaradi manj obarvanega ozadja. Obe barvanji seveda nista specificni, saj prikazeta tudi
druge bakterije, ki so lahko prisotne v Zelodcu. Zato je potrebno pri obeh specialnih
barvanjih uposStevati tudi znacCilno spiralno obliko bakterije HP in lokalizacijo — v
povrhnji plasti sluzi na sluznici, nad in med epitelijskimi celicami. Zato je potrebno imeti

pri interpretaciji ustrezno znanje in izkusnje.

Cena barvanj se razlikuje. Najcenejse je barvanje po Giemsi; barvanje "Alcian yellow" je
priblizno 160-krat drazje, imunohistokemi¢na metoda pa 240-krat drazja kot barvanje po

Giemsi. Imunohistokemi¢na metoda je 1,5-krat draZja kot barvanje "Alcian yellow" .

Primerjava trajanja obeh barvanj je pokazala, da je barvanje po Giemsi nekoliko hitrejSe,
barvanje "Alcian yellow" pa nekoliko bolj zamudno in primerljivo s imunohistokemi¢no

metodo.

Nasa raziskava torej kaZe, da je najbolj smiselno pri vseh biopsijah zelodéne sluznice
osnovnemu histoloskemu barvanju za prikaz bakterije HP dodati barvanje po Giemsi, saj

je od testiranih metod najhitrejsa in najcenejsa.

Kadar so morfoloske spremembe sumljive za gastritis, povzrocen z bakterijo HP, pa z
barvanjem po Giemsi nismo prikazali HP, je potrebno narediti ¢ imunohistokemi¢no
preiskavo. NaSa raziskava je pokazala, da so pri redkih primerih prisotne posamezne
bakterije HP, ki se v barvanju po Giemsi in v barvanju "Alcian yellow" niso prikazale,

prikazali smo jih le z imunohistokemi¢no metodo.
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5.5. Pomen kvalitete izdelave histoloSkega preparata in izbire barvanja

pri pregledu biopsij Zelod¢ne sluznice

Biopsijski material je dragocen, ker omogoca natan¢no diagnozo in s tem izbiro ustrez-
nega zdravljenja, zavedati pa se moramo tudi, da je za biopsijski odvzem zelod¢ne
sluznice potrebno opraviti endoskopsko preiskavo - gastroskopijo, ki je zahtevna in za

bolnika neprijetna.

Zato je potrebno z biopsijskimi vzorci ravnati skrbno in previdno, izdelati ¢imbolj
kvalitetne histoloske preparate ter izbrati optimalna barvanja. Zal nas pri slednjem ne
vodi samo Zelja po ¢imboljsi kvaliteti, ampak je potrebno upostevati tudi ceno in trajanje
preiskave, saj je kroni¢ni gastritis pogosta bolezen in so zato zelodéne biopsije med

najbolj Stevilnimi v patologiji.
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6. SKLEPI

Kot osnovni nac¢in barvanja biopsijskih vzorcev zelod¢ne sluznice bolnikov s kroni¢nim
gastritisom lahko uporabimo barvanje s hematoksilinom in eozinom (HE) in barvanje po
Kreybergu. Prednost barvanja po Kreybergu je, da omogoc¢i bolj natancno oceno

intestinalne metaplazije.

Za prikaz bakterije Helicobacter pylori (HP) barvanje s HE in barvanje po Kreybergu

nista primerni, saj prikazeta HP le v takrat, kadar so HP zelo Stevilni.

Za prikaz HP smo testirali tri naine: barvanje po Giemsi, barvanje "Alcian yellow" in
imunohistokemi¢no metodo. Najbolj obcutljiva je imunohistokemi¢na metoda, vendar je
zaradi visoke cene ne moremo uporabiti pri vseh biopsijah. Zato priporo¢amo uporabo

specialnih barvanj, ki so cenejsa.

Od specialnih barvanj smo testirali barvanje po Giemsi in barvanje "Alcian yellow".
Prikaz HP je bil v barvanju po Giemsi nekoliko bolj jasen in oster kot v barvanju "Alcian

yellow", poleg tega je barvanje po Giemsi mnogo cenejse.

Za biopsije Zelod¢ne sluznice zato priporo¢amo kot osnovno metodo barvanje po
Kreybergu, kot specialno za prikaz helikobaktrov pa barvanje po Giemsi, v zahtevnih

primerih pa je potrebno dodati imunohistokemi¢no metodo.
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