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POVZETEK
Helicobacter pylori (H. pylori) povzro¢a okuzbo, ki ima lahko razli¢ne posledice. Zato ima

njeno zdravljenje in zgodnje odkrivanje velik pomen. Metode s katerimi lahko potrdimo

okuzbo s H. pylori so invazivne in neinvazivne diagnosti¢ne metode.

Z namenom ovrednotiti diagnosti¢no uporabnost neinvazivnih testov, smo zbrali podatke o
103 pacientih v starosti od 11 do 86 let. Ugotavljali smo diagnosti¢no vrednost (specifi¢nost,
obcutljivost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter natancnost) testu doloc¢anja
antigena proti H. pylori v blatu, testu za identifikacijo H. pylori ureaze v slini ter testu za
doloc¢anje vrednosti IgG in IgA v serumu. Dihalni test s se¢nino smo vzeli kot zlati standard.
Z njim smo preverili uspesnost zdravljenja okuzbe pri bolnikih, ki so prisli na ponovno

kontrolo po predpisani eradikacijski terapiji.

Na nasi skupini pacientov smo odkrili, da je obcutljivost H&R testa za doloCanje antigenov H.
pylori v blatu 91,3 %, njegova specifi¢nost pa 80,5 %. Pozitivna napovedna vrednost je 72,41
%, negativna napovedna vrednost 94,29 % in natanc¢nost 84,38 %. Boljso diagnosti¢no
uporabnost smo ugotovili pri DIMA testu za dolo¢anje antigenov H. pylori v blatu. Njegova
obcutljivost je 92,86 %, njegova specificnost pa 96,29 %. Pozitivna napovedna vrednost je
92,86 %, negativna napovedna vrednost 96,29 % in natan¢nost 95,12 %. Obcutljivost testa v
serumu za dolo¢anje protiteles IgG proti H. pylori je 97,29 %, njegova specifi¢nost 49,06 %.
Pozitivna napovedna vrednost je 57,14 %, negativna napovedna vrednost 96,30 % in
natan¢nost 68,89 %. Pri dolocanju protiteles IgA pa je obcutljivost testa v serumu 67,57 % in
njegova specifi¢nost 58,49 %. Pozitivna napovedna vrednost je 53,19 %, negativna
napovedna vrednost 72,09 % in natan¢nost 62,22 %. Slabo diagnosti¢no uporabnost pa je
pokazal test za identifikacijo H. pylori ureaze v slini. Ob¢utljivost testa v slini je 18,92 %,
njegova specifiénost pa 85,45 %. Pozitivna napovedna vrednost je 46,67 %, negativna
napovedna vrednost 61,04 % in natanc¢nost 58,70 %. 39 pacientov od 103, ki so imeli
pozitiven dihalni test s se¢nino, smo povabili na ponovno testiranje. Takih, ki so prisli po
eradikacijski terapiji na ponovni pregled, je bilo 19. Uspesnost zdravljenja ne glede na

predpisano shemo je znasala 63,16 %.

Testi za dolo¢anje antigenov H. pylori v blatu se najbolj priblizajo zanesljivosti ter
specifi¢nosti in obc¢utljivosti dihalnega testa s se¢nino. Vrednosti IgG in IgA protiteles so bile
na ponovnem pregledu, po eradikacijski terapiji, e vedno pozitivne, vendar je njihova

koncentracija padla. Uspesnost eradikacije pa je bila spodnji meji, kot smo pri¢akovali.

v



ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) causes an infection, that can have different effects. Treatment
of H. pylori infection and early detection is of major importance. Methods which can confirm

the H. pylori infection, are invasive and noninvasive diagnostic methods.

With the aim to evaluate diagnostic value of tests determining the antigen in stool samples
and saliva, and IgG and IgA antibodies against H. pylori in serum, we sellected information
about 103 pacients aged 11 to 86. We studied diagnostic value (specificity, sensitivity,
positive and negative predictive value and accuracy) of test determining the antigen against H.
pylori in saliva and faeces, the test for determining the levels of IgG and IgA antibodies in
serum. Urea breath test was taken as a gold standard. With 3C urea breath test, we verified
the effectiveness of treatment infection with patients, who have come to re-inspection after

the prescribed eradication therapy.

In our patient population we detected, that the sensitivity of H&R test for detecting antigens
of H. pylori in faeces is 91,3 % and specificity 80,5 %. Postive predictive value is 74,41 %,
negative predictive value of 94, 29 % and accuracy of 84,38 %. DIMA test for detecting H.
pylori antigens in faeces showed better diagnostic value. Its sensitivity is 92,86 % and
specificity is 96,29 % with positive predictive value of 92,86 %, negative predictive value of
96,29 % and accuracy of 95,12 %. Sensitivity of test in serum to determining IgG antibodies
against H. pylori is 97,29 %, its specificity is 49,06 % with positive predictive value of 57,14
%, negative predictive value of 96,30% and accuracy of 68,89 %. In determining IgA
antibodies against H. pylori sensitivity of the test is 67,57 %, and its specificity is 58,49 %.
Positive predictive value is 53,19 %, negative predictive value is 72,09 % and accuracy is
62,22 %. Test determining H. pylori antigens in saliva showed poor diagnostic utility. Its
sensitivity is 18,92 %, specificity is 85,45 %, with positive predictive value of 46,67 %,
negative predictive value of 61,04 % and accuracy of 58,70 %. 39 of 103 patients, who had a
positive urea breath test, were invited to do a retest. 19 patients came after the eradication

therapy for its review. The eradication rate is 63,16 %, whatever the prescribes scheme was.

Tests for determining H. pylori antigens in stool samples are the closest to the reliability,
specificity and sensitivity of urea breath test. Levels of 1gG and IgA antibodies are on re-
examination, after eradivation therapy, still positive, but their concentration dropped. The

eradication rate was in the lower limit, as we expected.



SEZNAM OKRAJSAV

AcH — acetilholin

ATP — adenozintrifosfat

CagA — citotoksicni protein (rastnemu faktorju podobna snov)

CCK — holecistokinin

CLO -Campylobacter-like organism test (test Campylobacter-podobnim organizmov)
COX — ciklooksigenaza

DNA — deoksiribonukleinska kislina

H. pylori — Helicobacter pylori

HUT — hitri ureazni test

ECL — enterokromafinim celicam podobne celice

EGDS - ezofagogastroduodenoskopijo

ELISA (EIA) — (enzyme linked immunosorbent assay) encimski imunski test
GRP — (Gastrin-releasing peptide) gastrin spros¢ujo¢i hormon

IL — interlevkin

IRMS — (isotope ratio mass spectrometry) spektrometri¢na metoda dolocanja razmerja mase
izotopov

IZ — interval zaupanja

KIKKB — klini¢ni institut za klini€éno kemijo in biokemijo

MALT — (Mucosa associated lymphoid tissue) nizkomaligni B-celi¢nim limfom Zelodca
MIK —minimalna inhibitorna koncentracija

NF — nukleizirajo¢i faktor

NSAID — (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs) nesteroidna protivnetna zdravila
NSAR — nesteroidna antirevmatska zdravila

PCR — (Polymerase chain reaction) verizna reakcija s polimerazo

PG — prostaglandin

RNA — ribonukleinska kislina

Rp — recept

SPZ — spodnji poziralnikov zazemek

Th1/Th2 — imunski odgovor z celicami T — pomagalkami, tip 1 ali 2

UDT — urea dihalni test

Vac — vakuolizirajoc¢i eksotoksin
ZPC — zaviralec protonske &rpalke
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1.UvVOD
Avstralca Barry Marshall in Robin Warren sta odkrila bakterijo Helicobacter pylori leta 1979.

O odkritju sta porocala leta 1983 v reviji Lancet.(1) Ugotovila sta, da se pri polovici bolnikov
z zelod¢no razjedo in gastritisom pojavljajo neznane vibaste bakterije.(2) Bakterijo sta
poimenovala Campylobacter pyloridis in za odkritje leta 2005 dobila Nobelovo nagrado. Ime
bakterije so glede na znacilnosti mikroba kmalu spremenili v Helicobacter pylori (H.
pylori).(3,4) Z odkritjem H. pylori se je pricela v gastroenterologiji nova doba.(3,5) Kmalu so
razvili laboratorijske teste za odkrivanje okuzbe pri ljudeh. Med njimi je najbolj znan in
diagnosti¢no pomemben dihalni test.(4) Test temelji na encimski pretvorbi z radioizotopom
14C ali izotopom 3C oznacene se¢nine v ogljikov dioksid in amoniak. Ker ima bakterija H.
pylori od znanih bakterij v Zelodcu edina encim ureazo, velja test za specificnega, dokaz z
radioizotopom '*C ali *C oznacenega CO; pa za patognomonic¢ni znak okuzbe.(6)

Prakti¢no hkrati z ureaznim testom so razvili tudi teste za odkrivanje protiteles proti bakteriji
H. pylori v krvi okuZzenih ljudi (7) in nekoliko pozneje $e za odkrivanje antigena bakterije H.
pylori v blatu.(8,9)

Za odkritje okuzbe pri dispepti¢nih bolnikih trenutno priporoc¢ajo izvedbo dihalnega testa in
dolocitev antigena v blatu, ponekod pa tudi ureazni test na biopti¢nih vzorcih zelodéne
sluznice.(6,10) Dolocanje protiteles je smiselno v epidemioloskih Studijah in je za odkrivanje
okuzbe zaradi velike prekuzenosti prebivalstva manj pomembno.(11)

H. pylori ima najpomembnejso vlogo pri patogenezi ulkusne bolezni dvanajstnika, zelodca in
pri kroni¢nem gastritisu, pomembno vlogo pri nizko malignem B limfomu tipa MALT in
nastanku raka zelodca, s ¢imer je povezan tudi pomen odstranitve te bakterije. Po podatkih iz
literature ima do 95 % bolnikov z ulkusom dvanajstnika in do 75 % bolnikov z ulkusom
zelodca prisoten H. pylori. H. pylori je mikroaerofilna po Gramu negativna bakterija, dobro
prilagojena zivljenju v kislem okolju, kakr$no je v €loveskem Zelodcu. Domneven nacin
Sirjenja okuzbe je fekalno-oralni, oralno-oralni, gastrooralni (moZen prenos z gastroskopom).
Studije pa poro¢ajo tudi o tem, da je okuZba pogostejsa pri ¢lanih druZine. Znano je, da je
naravni rezervoar za H. pylori ¢loveski Zelodec. Obstajajo tudi hipoteze, da je pomemben
rezervoar okuzbe lahko tudi ustna votlina: zobni plak, gingiva, slina. H. pylori so osamili v
biopti¢nih vzorcih zelod¢ne sluznice, v blatu, slini, gingivi, zobnem plaku, najden je tudi pri
ateroskleroticnem plaku aortne anevrizme in pri kolorektalnem raku. Epidemioloski dejavniki,
kot so starost bolnikov, socialnoekonomski status in bivalne razmere so dejavniki tveganja za
okuzbo s H. pylori. Prisotnost bakterije lahko dokazujemo z razli¢nimi invazivnimi in

neinvazivnimi metodami.(12)



1.1 ZELODEC

1.1.1 ZGRADBA ZELODCA IN DVANAJSTNIKA TER FUNKCIJA ZELODCA
Zelodec sluzi za skladi$¢enje zauzite hrane, soéasno pa s spro§¢anjem encimov in

klorovodikove kisline omogoca zacetno razgradnjo beljakovin. Spros¢anje zelod¢nih
prebavnih sokov, ki ga sprozita vonj in okus hrane, poteka preko razli¢nih Zelod¢nih
refleksnih krogov. Poznavanje delovanja Zelodca omogoca razumevanje nastanka vecine

zelod¢nih bolezni in razvoj razlicnih oblik njihovega zdravljenja.

Slika 1: Shematski prikaz Zelodca: 1 - poZiralnik, 2 - fundus Zelodca, 3 - korpus Zelodca, 4 -
antralni del Zelodca, 5 - pilorus

Zelodec je vrecast organ, ki leZi v zgornjem levem delu trebuha tik pod trebusno prepono
(abdominalno diafragmo). Lezi vzdolz prebavne cevi med poziralnikom in dvanajstnikom. Po
zauzitju vecje koli¢ine hrane se lahko raztegne, kar omogoca skladiscenje hrane za obdobje
vecih ur. Zauzit grizljaj potuje kot bolus skozi poziralnik in vstopi v Zelodec skozi kardijo,
(SPZ, angl.: low esophageal sphincter , LES). SPZ preprecuje vracanje zelodéne vsebine med
peristalti¢nimi valovi Zelodca. Osrednji del Zelodca tvorijo svod ali fundus, telo ali korpus in
del pred vratarjem ali antrum. V tem delu se hrana skladisci, sluznica pa izloc¢a zelod¢ne
sokove. Na izstopis¢u Zelodca se nahaja vratar ali pilorus, ki ga tvori mocan gladkomisi¢ni
zazemek, katerega naloga je prepuscanje manjsih koli¢in delno prebavljene hrane oziroma

himusa v dvanajstnik in tanko crevo.(13)



Dvanajstnik delimo na §tiri dele. Prvi je zgornji horizontalni del (dolg priblizno 2,5 cm),
imenovan bulbus. Horizontalni del prehaja v descedentni del dvanajstnika, v katerem se skozi
skupno izvodilo (papila major) izlivata zol¢evod in glavni vod trebusne slinavke. Dvanajstnik
se nadaljuje v spodnji horizontalni del in nato ascedentni del, ki prehaja v jejunum.

Dvanajstnik lezi pretezno retroperitonealno.(14)

Zelodéna stena je sestavljena iz treh plasti. Na notranji strani se nahaja Zelodéna sluznica, ki
izlo¢a zelod¢ne sokove, vmesno plast tvorijo gladke miSice in omogocajo kréenje zelodca
oziroma ritmi¢ne peristalticne valove ter s tem meSanje himusa in praznjenje zelodca, na
zunanji strani pa se nahaja serozna ovojnica, s katero je zelodec u¢vrséen v trebusni votlini na
svojem mestu. Na sliki 2 je prikazan endoskopski izgled spodnjega dela Zzelodca med
ezofagogastroduodenoskopijo (EGDS), obliko endoskopske preiskave zgornjega dela

prebavil.

Slika 2: Endoskopski izgled antruma Zelodca in piloricnega kanala (A - korpus zelodca, B -

antrum in pilorus)
Zelodec opravlja §tevilne naloge:

Je skladiSce zauzite hrane in tekocCine ter izloCkov, ki jih sam ustvarja.

V Zelodcu se zacne priprava hrane na absorbcijo. Hrana se mesa s prebavnimi sokovi
in pilorus jo v majhnih odmerkih spus¢a naprej v ¢revo, kjer se prebava nadaljuje in
poteka absorbcija.

Zelodec izloca kislino, ki ima baktericidno delovanije; potrebna je tudi za normalno
absorbcijo zeleza in omogoca pretvorbo pepsinogena v aktivni pepsin, ki razgrajuje

beljakovine.



Glavne celice korpusa izlo¢ajo pepsinogen, ki je pomemben pri razgradnji beljakovin
in intrinzi¢ni faktor, ki je potreben za absorpcijo vitamina B12.

Zelodec sodeluje tudi pri regulaciji obéutka lakote in sitosti. (14)

1.1.2 ZELODCNA SEKRECIJA IN IZLOCANJE ZELODCNE KISLINE
Zelodec je najbolj poznan po izloéanju klorovodikove ali solne kisline, ki jo v praksi

imenujemo kar Zelodéna kislina. Zelod¢na kislina je le eden od $tirih pomembnih sekrecijskih
proizvodov Zelod¢nega epitelija oz. sluznice, ki sodelujejo v zacetnih procesih prebave ali
regulaciji delovanja zelodca, med katere sodijo Se sluz, neaktivne oblike encimov za
razgradnjo beljakovin (proteazi - pepsin in himozin), in regulacijski hormon gastrin. Pri tem
sodelujejo razli¢ne celice ZelodEnega epitelija, med najpomembnejsimi so glavne celice, Ki
izlo¢ajo pepsinogen, in parietalne celice, ki izlo¢ajo zelod¢no kislino. Lo¢imo Se G-celice, Ki
izlocajo gastrin, D-celice, ki izlo¢ajo somatostatin, enterokromafine celice ali mastocite, Ki
izlo¢ajo histamin, in najStevilénej$e mucinske celice, ki izlo¢ajo z hidrogenkarbonatom

bogato sluz.

Sposobnost Zelodca izlocati kislino je neposredno odvisna od Stevila parietalnih celic, kar je
znano na podlagi Stevilnih raziskav. Pentagastrin ali histamin v fizioloSkih razmerah
stimulirata parietalne celice, da izlocajo kislino s koncentracijo 160 mmol/l oz. 25 mmol/h kar
odgovarja vrednosti pH 0,8 Zelodénega soka ob socasni sekreciji skoraj 2,5 | vode v 24 urah.
Kislina se sprosca v globoke kanale plazemske membrane parietalne celice, ki imajo
neposredni izhod v Zelodéno votlino. Zauziti obrok sprozi izlo¢anje kisline, kar privede do
Stevilnih sprememb na plazemski membrani parietalne celice. Na njeni povrSini se bistveno
poveca Stevilo molekul protonske ¢rpalke in kalijevih ter kloridnih kanalckov. Protonska
¢rpalka je kljuéni dejavnik pri izlocanju kisline, ki ob hidrolizi molekul adenozintrifosfata
(ATP) sprosca energijo iz energijsko bogatih fosfatnih vezi, potrebno za aktivni transport
vodikovih ionov (H*). Protonsko ¢rpalko zaradi svojega ¢rpanja H* ionov v zameno za K*
ione ob porabi energije iz molekule ATP imenujemo H*/K*-ATP-aza, njeno delovanje pa je
odvisno od prisotnosti magnezijevih ionov. H* se v parietalni celici sproséajo iz vode,
reakcijo pa pospesuje encim anhidraza ogljikove Kisline, ki iz molekul vode in ogljikovega
dioksida katalizira spro$c¢anje hidrogenkarbonatnega in vodikovega iona. Reakcijo prikazuje
enacba: H,O + CO, « (H,COs3)«> HCO; + H*. Hidrogenkarbonatni ion se nato v zameno za
kloridni ion sprosti v krvni obtok, kar blago zve¢a pH vrednost krvi, pojav pa je znan pod
imenom »alkalna plima«. Mehanizem vzdrzuje koncentracijo H* v parietalni celici, ki je 3

milijon krat vecja od serumske.
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Slika 3: Shematski prikaz izlocanja zelodcne kisline v parietalni celici; (K - kanalcek
parietalne celice, AP - delujoca protonska ¢rpalka na plazemski membrani, RP -
citoplazemska mirujoca protonska ¢rpalka, CCK - B-adenilat-ciklaza z gastrinskim
receptorjem, H2 - histaminski receptor H2, M3 - muskarinski receptor M3, ACh - acetilholin,
HCI - klorovodikova (Zelodcna kislina), CI - kloridni ion, K - kalijev ion, Ca - kalcijev ion,
CAMP - cikli¢ni adenozinmonofosfat)

Regulacijo izlo¢anja Zelod¢ne kisline omogocajo trije razlicni nevroloski in humoralni

prenasalci drazljajev s sinergistiénim delovanjem preko svojih receptorjev:

veze na muskarinske receptorj e. Sprozilni dejavnik sta vonj in okus hrane.

Gastrin, ki ga sproscajo G-celice antralne stene in se veZe na receptor parietalne
celice in vzpodbuja izloCanje zelod¢ne kisline in rast celice ter na gastrinski receptor
enterokromafinih celic, kjer sprozi izloCanje histamina; sprozilni dejavniki so
raztezanje zelodca, prisotnost aminokislin v vsebini zelodca in dvig vrednosti pH
zelod¢ne vsebine.

Histamin, ki se sprosca iz enterokromafinih celic lamine proprie oziroma mastocitov
v steni korpusa zelodca in se veze na histaminske receptorje H2; med glavne sprozilne

dejavnike spadata histamin in AcH.
Izlo¢anje Zelod¢ne kisline poteka v treh fazah:

CEFALICNA FAZA: poteka preko parasimpatiénega Zivca klateza in je odgovorna za
sekrecijo 15-10 % zelod¢nega soka. Sprozijo jo pogled na hrano, okus in vonj po

hrani, zZvecenje in poZiranje.



GASTRICNA FAZA: raztezanje Zelodéne stene med obrokom preko
mehanoreceptorjev oz. prisotnost aminokislin v Zelod¢ni vsebini preko
kemoreceptorjev sproZita izloanje Ach in gastrina, konéni rezultat pa je sproZitev
izlo¢anja zelod¢ne kisline in pepsinogena. Na ta nacin se izloc¢i ve¢ kot 50 %
zelod¢nega soka.

INTESTINALNA FAZA: prisotnost vsebine v dvanajstniku preko mehanoreceptorjev
(raztezanje) in kemoreceptorjev (aminokisline, osmolarnost) pripomore k izlo¢anju

priblizno 5 % zelod¢nega soka.

Vecina zaviralnih mehanizmov izlo€anja Zelod¢ne kisline se preko negativne povratne
regulacijske zanke vkljuci v homeostazo kislosti zelodca v dvanajstniku. Med glavne
fizioloSke zaviralce sproScanja Zelod¢ne kisline preko receptorjev na parietalni celici pa

spadajo prostaglandin E, (PGE,), sekretin in somatostatin (iz celic D v Zelod¢ni steni).

1.1.3 IZLOCANJE VAROVALNE SLUZI
NajstevilénejSe celice ZelodEnega epitelija (sluznice) so mucinske celice, ki izlo¢ajo s

hidrogenkarbonatom (HCO ;) obogateno citoprotektivno varovalno sluz. Nevtralna varovalna
sluz (pH 6,8-7) v obliki gela prekriva celotno sluznico in jo §€iti pred unic¢ujo¢imi ucinki
zelod¢ne kisline in pepsina. Njena glavna naloga na povrsini sluznice je torej nevtralizacija
kisline, ki z difuzijo vdira v njo. Sluz sestoji iz 95 % vode in 5 % iz glikoproteinov, njegova
debelina je priblizno 100 um (mikronov). V fizioloskih razmerah izlo¢anje sluzi in
hidrogenkarbonata vzpodbuja AcH oz. parasimpati¢no ZivCevje, zavirajo pa ga alfa-
adrenergic¢ni ucinki simpati¢nega zivéevja. V regulaciji izlo¢anja sluzi pomembno sodelujejo
tudi prostaglandini, katerih delovanje pa zavirajo acetilsalicilna kislina in druga nesteroidna
zdravila s protivnetnimi in protibole¢inskimi uc¢inki. Za nemoteno izlo¢anje alkalne varovalne
sluzi so potrebni dobra prekrvavitev Zelodca, normalna sinteza prostaglandinov in gradbenih
elementov plazemske membrane epitelijskih celic ter ohranjeno obnavljanje zelod¢ne

sluznice. (13)



1.1.4 POGOSTEJSE BOLEZNI ZELODCA IN DVANAJSTNIKA
1.1.4.1 Gastritis
Gastritis je vnetje Zelod¢ne sluznice. Gastritise delimo na akutne, kronicne in posebne vrste,

kroni¢ne pa nadalje v atroficne in neatroficne gastritise.

Endoskopska razvrstitev uposSteva najprej anatomsko lokalizacijo vnetja v Zelodcu in razvr§ca

gastritise v:

e pangastritis, kjer vnetje zajema celoten organ
e antralni gastritis, v katerem je vnetje omejeno na antrum

e Kkorpusni gastritis ima vnetje omejeno na korpus.

Endoskopist opiSe Se vidne spremembe na sluznici in tako k anatomskemu opisu doda Se
naslednje: erimatozni, eksudativni, povrSinski ali elevirani erozivni, atrofi¢ni, hemoragicni,
refluksni ali hiperplasti¢ni gastritis. Za primerno oceni je potrebno pet biopti¢nih vzorcev iz

razlicnih mest Zelod¢nega antruma in korpusa.

1.1.4.2 AKutni gastritis
Akutni gastritis je posledica akutno nastale poskodbe sluznice, ki ga lahko povzroc¢ijo alkohol,

zaCimbe, zdravila, stres, vro€a hrana ali teko¢ine, obsevanje, bakterijske infekcije, nekateri
virusi. Akutno vnetje lahko povzroci tudi okuzba s H. pylori. Gastritis, povzrocen s to

bakterijo, lahko izzveni ali pa preide v kroni¢no vnetje.

1.1.4.3 Kroni¢ni gastritis je kroni¢no vnetje zelod¢ne sluznice, ki ga oznacuje kroni¢na
vnetna infiltracija z limfociti in s plazmatkami. Nad 80 % primerov ga povzro¢i okuzba s H.
pylori, preostale oblike so redki avtoimuni ali drugi tipi gastritisov. Medtem ko je gastritis s
H. pylori lokaliziran pretezno v antrumu, je avtoimuni gastritis znacilno lokaliziran v

zelodénem korpusu.

1.1.4.4 Gastritis s H. pylorijem
Gastritis s H. pylori povzroca bakterija, ki prizadene predvsem antrum (kroni¢ni antralni

gastritis). To je najpogostej$a bakterijska okuzba na svetu. Ceprav je kroni¢ni gastritis s to
bakterijo klini¢no navadno asimptomaticen, je mo¢no povezan z nastankom pepti¢nih razjed
na zelodcu in dvanajstniku, z nastankom zelod¢nega raka in nizkomalignega zelod¢nega
limfoma (MALToma). Kroni¢ni gastritis zaradi okuzbe s H. pylori ima od 50 % do 90 %

bolnikov z Zelod€no in 95 % bolnikov z duodenalno razjedo.
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1.1.4.5 Peptic¢na razjeda
Pepti¢na razjeda (ulkus) je omejena poskodba stene votlega dela prebavil, ki sega globlje od

muskularisa mukoze. Je kroni¢na in rekurentna bolezen. Najveckrat se pojavi v dvanajstniku,
redkeje v zelodcu ali poziralniku. Najpogostejsi povzrocitelj so H. pylori in nesteroidna

protivnetna zdravila.

1.1.4.6 Razjeda na dvanajstniku
Razjeda na dvanajstniku naj bi bila kar v 95 % povezana z okuzbo s H. pylori. Najpogoste;jsi

simptom je epigastri¢na bolecina, ki je pekoca ali glodajo¢a. Znacilno je, da se pojavlja eno

do dve uri po jedi.

1.1.4.7 Razjeda na Zelodcu
Razjeda na zelodcu je manj pogosta od dvanajstnikove. Bolniki z razjedo na Zelodcu imajo

pogosto kroni¢ni gastritis. 75 % bolnikov je okuzenih z bakterijo H. pylori. Poglavitni
simptom zelod¢ne razjede je bolecina, ki se lahko pojavi kmalu po jedi. Bolniki z razjedo v
pilori¢nem delu bruhajo in imajo podobne bolecine, kot spremljajo razjedo na dvanajstniku.

(15)

1.2 HELICOBACTER PYLORI

1.2.1UVOD
Odkritje prisotnosti okuzbe s H. pylori je povzrocilo velik napredek pri raziskovanju bolezni

zgornjega dela prebavnega sistema. Prve podatke o obstoju spiralnih mikroorganizmov v
zelodcu psa in macke sta dala Bizzozero leta 1893 in Salomon leta 1896.(16, 17)

1.2.2 LASTNOSTI HELICOBACTER PYLORI
H. pylori je ena od najmanj 28 znanih ¢lanov druzine Helicobacter, ki je prilagojena na

Cloveski zelodec. H. pylori je spiralna, mikroaerofilna, po Gramu negativna bakterija z 2-7
unipolarnimi bicki, ki meri 0,3 um x 3 um do Sum. Prilagojena je izklju¢no na zivljenje v
kislem okolju Zelodca (in Zelod¢nih metaplasti¢nih spremembah v poziralniku, dvanajstniku

ey

zelodca.(19) Gibljivost ji omogoca, da se umesti v sloj med mukusom in epitelijem.



B

Sliki 4 in 5: Bakterija Helicobacter pylori pod elektronskim mikroskopom (A - kolonija

bakterij na sluznici, B - oblika posamezne bakterije).

V odsotnosti ogljika in dusika v okolju, v katerem se nahaja, kot je v primeru delovanja
antibiotikov, oksigenacije, temperaturnega in drugih dejavnikov stresa, spiralna replikativna
oblika H. pylori lahko preide, skozi razli¢ne faze preoblikovanja, v manj aktivno kokoidno
obliko. Zato se smatra, da je to programiran odziv bakterije, a ne prosto degenerativni. V
Studiji kislinsko-glicinskih ekstrahiranih povrSinskih beljakovin spiralnih in kokoidnih oblik
H. pylori s tehniko enodimenzionalne in dvodimenzionalne gelske elektroforeze, kot tudi
imunoblot tehniko, je bilo ugotovljeno, da je 85 proteinov skupnih obema oblikama H. pylori.
Kokoidne oblike so vsebovale priblizno 120 peptidov, ki niso bili vidni v spiralnih oblikah,
medtem ko so spiralne oblike vsebovale okoli 46 peptidov, ki niso bili najdeni v kokoidnih
oblikah H. pylori (20).



o = A N
Slika 6: Ultra tanki preseki sevov H. pylori, starih 4 dni, kaZejo razlicne transformacijske
faze do polne kokoidne oblike. (A) intermediarna C oblika s intaktno plazemsko membrano.
(B) kasnejsi stadij intermediarne C oblike z akumuliranim gostim materialom v
periplazemskem prostoru. Plazemska membrana je intaktna samo na eni strani
mokroorganizma. (C) tri polne kokoidne oblike skupaj s intermediarno in spiralno obliko

(zvezdica). (L. P. Andersen in sodelavci)

Kokoidna oblika vsebuje kromosomsko DNA in polifosfate. Njeni oksidativni encimi so
aktivni dlje casa, vendar je vezava na celice in zunajcelicni matriks manj uc¢inkovita od
replikative oblike. Zgodniji stadij kokoidne oblike lahko vsebuje migetalke in ima sposobnost
gibanja kot spiralna oblika H. pylori. Polarna membrana kokoidne oblike ustreza bazalni
obliki migetalk spiralne oblike H. pylori (slika 6). Ni znano, ali ima kokoidna oblika

sposobnost da znova preide v replikativno obliko.(21-23)

H. pylori lahko prehodno kolonizira ustno votlino zaradi refluksa zelod¢ne vsebine. Podatki o
pogostosti H. pylori v ustni votlini z metodo PCR so razli¢ni, od odsotnosti do visoke
frekvence, kar negotovo kaze na zna¢aj oralno-oralne poti prenosa.(24-27)

Na fekalno-oralno pot prenosa kazejo podatki 0 pove¢anem tveganju za okuzbo s H. pylori
pri uzivanju nekuhane zelenjave, kot tudi obstoj H. pylori v blatu. Potencialna nevarnost za
onesnazenje vrtnin s H. pylori obstaja v kontaminirani vodi za namakanje, v kateri se nahaja
le kokoidna oblika H. pylori. Onesnazene vode so lahko vir okuzbe s H. pylori, Se posebej, ¢e

je mozen prehod kokoidne v spiralno obliko.(28-30)

Sirjenje okuzbe H. pylori z onesnazenim endoskopom je primer iatrogenega prenosa.

VW W

Tveganje za okuzbo z endoskopom je zelo majhno, ¢e je instrument mehansko o¢iscen in
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zatem opran v stroju po vsakem pregledu.(31,32)
Na podrocjih s slabo higieno je mogoca kontaminacija zivil z insekti, kar kaze na to, da je

mozen vektorski nacin prenosa H. pylori.(24)

1.2.3 EPIDEMIOLOGIJA
Okuzba s H. pylori spremlja ¢lovestvo skozi njegov nastanek in razvoj, vsaj Zze 58 000 let in

predstavlja najpogostej$o okuzbo pri ljudeh. Ocenjuje se, da H. pylori naseljuje vsaj polovico
svetovnega prebivalstva.(33) Prevalenca bolezni v posamezni drzavi je odvisna od ekonomske
razvitosti, ki pogojuje sanitarno higienske in bivalne razmere, v katerih zivijo ljudje.
Pridobitev okuzbe je odvisna tudi od tega, ali je okuZena mati, koliko otrok je v druZini,
koliko jih zivi v isti sobi. PrekuZenost narasc¢a s starostjo in je odraz predvsem slabsih
zivljenjskih razmer starejSih v njihovem otrostvu, ko se zgodi vecina okuzb. V devetdesetih
letih dvajsetega stoletja je bila v razvitem svetu prekuzenost v starosti do 40 let od 20 % do 40
%, pri najstarejsi skupini prebivalcev pa Se dodatnih 60 %. V nerazvitih drzavah je prevalenca
okuzbe ze v prvih desetih letih zivljenja med 40 % in 90 %. V Sloveniji so leta 1990 izvedli
testiranje navzoc¢nosti protiteles proti H. pylori pri 242 zdravih preiskovancih in ugotovili, da
je imelo 51,6 % preiskovancev protitelesa proti H. pylori. V skupini 0-29 let je bilo pozitivnih
38 % testiranih, najvecja je bila prevalenca v starostni skupini od 30 do 39 let (73,5 %).
Okuzba z bakterijo H. pylori je najpogostejsa okuzba pri ljudeh,vendar se prevalenca okuzbe
v razvitem delu sveta znizuje zaradi boljsih higienskih in bivalnih razmer ter zdravljenja
okuzbe pri bolnikih z izraZenimi klini€nimi tezavami. V raziskavi so na InStitutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani zeleli ugotoviti, kolik$na je
bila pogostost okuzbe v Sloveniji v letu 2005. Kot merilo so izbrali navzoénost protiteles proti
bakteriji H. pylori v serumu preiskovancev. Pregledali so serume 1045 preiskovancev, starih
od 0 do 90 let, od tega je bilo 624 (59,7 %) vzorcev zensk in 421 (40,3 %) vzorcev moskih. Z
metodo ELISA so dolo¢ili protitelesa razredov 1gG in IgA proti H. pylori. Pozitivne so bile

vrednosti, vi§je od 20 enot/ml.

V raziskavi so ugotovili, da je bilo med 1045 preiskovanci 262 pozitivnih na H. pylori, kar
je 25,1 % delez. Najvedji delez preiskovancev s pozitivnimi protitelesi IgG (54 %) je bil v
starostnem obdobju od 60 do 69 let. V starostnih skupinah 0-19 let je bilo 9,4 % pozitivnih, v
starostnih skupinah med 20 in 49 let pa je imelo pozitivne vrednosti 29,6 % preiskovancev.
Med desetletnimi starostnimi skupinami je razlika v delezu pozitivnih statisticno znacilna

(p < 0,001, Fisherjev eksaktni test).(34)
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Nizja prevalenca je bila ugotovljena v ZDA, Angliji, Avstraliji in Franciji. V drzavah
razvitega sveta prevalenca okuzbe s H. pylori v zadnjih desetletjih upada. Znizanje
prekuZenosti je zaznati predvsem pri generacijah, rojenih po letu 1960 . Razlog za to so
najverjetneje boljse higienske razmere (tekoca voda kontrolirane kakovosti, izboljSane
sanitarije, zavedanje pomena osebne higiene) in boljse razmere za bivanje (manjse druzine, po
eden otrok v sobi). Manjsa prekuzenost mlajsih starostnih skupin s H. pylori gre vzporedno z

manjSo prekuzenostjo z drugimi ¢revesnimi patogeni, npr. Sigelo.

Prisli so do zakljucka, da se je prevalenca oseb S protitelesi proti bakteriji H. pylori v
Sloveniji v zadnjih 15 letih mo¢no zmanjSala, Se vedno pa jih najdemo pri vec¢ kot Cetrtini
prebivalcev Slovenije, mlajSih od 45 let. To je pomemben podatek za izbiro pristopa k
zdravljenju okuzbe s to bakterijo. (34)

H. pylori je bakterija, ki jo najdemo samo na sluznici Zelodca. Bakterija se lahko pripne na
epitelijske celice Zelodca (na antigene krvnih skupin Lewis) s pomocjo adhezinov ( BabA,
OipA, AlpA ). Priblizno 20 % bakterij je pripetih na epitel, nekatere H. pylori pa so sposobne

prodreti v medceli¢ne prostore in tudi v same celice.(35)

1.2.4 PRILAGODITVENI MEHANIZMI BAKTERIJE IN MOZNI IZHODI OKUZBE
Bakterija H. pylori se je v tiso¢letjih svojega obstoja zelo dobro prilagodila na Zivljenje v

cloveskem zelodcu. Glavni prilagoditveni mehanizmi so predvsem sledeci: encim ureaza
razgradi secnino in pri tem nastane tudi hidrogenkarbonat, ki pomaga ustvarjati visji pH v
okolici bakterije. Proteaze cepijo beljakovine v mukusu in omogocajo bakteriji lazje
premikanje. Katalaza je moc¢an antioksidant, ki omogoca pretvorbo Kisikovih radikalov, ki jih
spros¢ajo predvsem nevtrofilci ob nastanku vnetja v zelod¢ni sluznici.(36)

H. pylori ima spiralno obliko z bi¢ki in S proteoliticnimi encimi, kar ji omogoca svedrasto
gibanje skozi mukus na povrsini epitelnih celic. Gibanje bakterije je negativno kemotakti¢no
od medija z nizjim pH proti mediju z visjim pH. Kolonizacijska gostota lahko doseze
vrednosti do 100 milijonov bakterij na ml mukusa zelodca.(37) H. pylori ima nacin, da pride
do hranil, vpliva pa tudi na zmanjSanje T celicne imunske odzivnosti. To naredi z VacA
(vakuolizirajo¢i citotoksin A), ki je zapis za 87 kilodaltonski protein, ki ga celica proizvaja le,
kadar je prisoten tudi zapis za cagA ( z citotoksinom povezani gen A). VacA citotoksin tvori
pore v membrani celic in tudi v mitohondrijski membrani, porusi lahko integriteto
medceli¢nih stikov, je mocan inhibitor aktivacije T celic in vitro, prav tako je sposoben

aktivirati apoptozo celice. Pomembne razlike so v zapisu za amino del proteina, to je za
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signalni del (s), in za centralni del proteina (m). Znano je, da so najbolj patogeni sevi z
zapisom s1m1.(38) CagA je protein, za katerega imajo zapis najbolj virulentni sevi H. pylori.
Okuzba s takSnim sevom je bolj pogosta pri bolnikih z razjedo na dvanajstniku in pri
bolnikih z rakom na Zelodcu. Moznost za nastanek slednjega je vecja pri okuzenih bolnikih
vsaj za dva do trikrat, po nekaterih raziskavah pa tudi za 28,4 krat.(39)

Taksna aktivna oblika cagA vpliva na celi¢no sintezo, citoskelet in adhezijo med celicami.
Poznano je tudi, da cagA mo¢no poveca vnetni odgovor gostitelja preko povecane tvorbe
IL-8 in aktivacije NF-kB.(40)

Tudi nekateri drugi bakterijski geni (cagE, iceA, babA2, 0ipA) so v vecji meri povezani

z nastankom razjed raka Zelodca.

Ob okuzbi s H. pylori se aktivira tako celi¢ni kot tudi humoralni imunski odgovor. Izraziteje
je prisoten imunski odgovor po Th1l tipu, ki pa ne uspe odstraniti okuzbo. Bakterija H. pylori
ima na svoji povrsini lipopolisaharidne antigene, ki so podobni antigenom krvnih skupin in se
tako poskusa izogniti imunskemu nadzoru. H. pylori proizvaja tudi snovi, ki delujejo

imunomodulatorno.(41)

1.2.5 PATOGENEZA
Okuzbe z bakterijo H. pylori lahko razvrstimo v akutne in kroni¢ne. Od 80 % do 90 %

primerov gastritisa povzro¢a okuzba z bakterijo H. pylori.(42) Med bolezni, povezanimi z
okuzbo z bakterijo H. pylori, sodijo razjeda na dvanajstniku (95 %)(43), ulcus ventriculi (90
% )(44) in limfom MALT (Mucosa Associated Lymphatic Tissue) (60 %70 % ).(45)

Pri osebah, ki imajo kroni¢no okuzbo z bakterijo H. pylori, je verjetnost, da bodo zboleli za
limfomom MALT, Sestkrat vecja kot pri zdravih osebah.(46)

Od razSirjenosti in intenzivnosti gastritisa je v veliki meri odvisen klini¢ni potek okuzbe.
Loc¢imo tri glavne oblike:

1.2.5.1 Enostavni ali benigni gastritis

Zanj je znacilen blagi pangastritis z malo vpliva na izloCanje zelod¢ne kisline. Vecina
okuZenih ljudi ima to obliko gastritisa, ki ne povzro€i resne klini¢ne bolezni.

1.2.5.2 Fenotip razjede dvanajstnika

Ta oblika se pojavi pri priblizno 15 % okuZenih bolnikov. Zanje je znacilen gastritis s
prizadetostjo antruma in z blago prizadetostjo korpusa zelodca. Ti bolniki izlo€ajo vecje

koli¢ine gastrina in Zelod¢ne kisline. Razlog za to je okvara povratne zanke izloCanja
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kisline (gastrin- kislina- somatostatin- blokada izlocanja gastrina), ki je posledica
zmanjSanega Stevila celic D zaradi poSkodb antralne sluznice. Okuzeni bolniki s tem
fenotipom gastritisa imajo razjede dvanajstnika in prepilori¢ne regije.

1.2.5.3 Fenotip raka Zelodca

To je najbolj resna oblika gastritisa, za katero je znacilna tezja stopnja gastritisa korpusa
zelodca z razvojem multifokalne atrofije, hipo— in aklorhidrije, intestinalne metaplazije,
displazije in rak Zelodca. To obliko gastritisa najdemo pri 1 % okuZzenih bolnikov, v
zahodni Evropi in ZDA. Pogosteje pa jo sreCamo v azijskih drzavah, kjer je rak zelodca
tudi pogostejsi. Pri teh bolnikih je izlocanje kisline majhno, ali ga ni, vrednosti gastrina so

nizke, nizje so vrednosti pepsinogena I. in razmerje pepsinogen 1. / pepsinogen I1.(47)

Na to v katero smer bo §la histoloSka in tudi klini¢na slika okuzbe, vpliva ve¢ dejavnikov :

znacCilnosti bakterijskega seva H. pylori, genetske predispozicije gostitelja ter vplivi okolja.

] HELICOSACTER PYLCAI l

|
[ 1
| 2EQITNO WNETE ] [ OKUZBA BREZ ZNAKON

| |
|

l AKTIVNO KRCNICNO VNETJE
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Slika 7: Mozni izidi okuzbe z bakterijo H. pylori.

1.2.6 ZDRAVLJEN]JE H. PYLORI INFEKCIJE
Okuzba z bakterijo H. pylori ostaja pomemben vzrok obolevnosti in smrtnosti po vsem svetu.

Poskusi z razvijanjem cepiva niso obrodili sadov, zato se za zdaj klini¢ni zdravniki

osredotoc¢ajo na zdravljenje okuzbe. Popolno izkoreninjenje bakterije H. pylori lahko prepreci

ponavljajo€o se ulkusno bolezen na zelodcu, ozdravi nekatere omejene limfome z Zelodéno
sluznico povezanega limfoidnega tkiva in prepreci ulkusno bolezen, povezano z jemanjem
nesteroidnih antirevmatikov (NSAID) pri bolnikih, ki pravkar zacenjajo dolgotrajno
zdravljenje z NSAID.(48)
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V zadnjih letih se je stopnja neuspesnosti zdravljenja z uveljavljenimi protokoli zdravil
1zrazito povecala.

Osnova zdravljenja je kombinacija zaviralcev protonske ¢rpalke z dvema antibiotikoma.
Rezistenca bakterije za najpogostejsSe antibiotike pa nas sili v iskanje novih moznosti

zdravljenja. (49)

Porocila ve¢drzavnega programa nadzora v ZdruZenih drzavah Amerike za obdobje med
letoma 1999 in 2002 navajajo, da je bila odpornost na klaritromicin pri bolnikih, okuzenimi z
bakterijo H. pylori med 10 % in 12 %, medtem ko je bila odpornost na metronidazol prisotna
v 25,1 %. Gojis€e in testiranje na obcutljivost za H. pylori nista vedno dosegljiva, pa tudi
kadar sta, rezultati nimajo vedno klini¢nih koristi. Na primer, ¢eprav je obcutljivost bakterije
H. pylori na ampicilin in vitro zelo visoka, je zdravilo neu¢inkovito in vivo. V nasprotju s tem
je amoksicilin u¢inkovit in vivo in organizem tudi zelo redko razvije odpornost nanj, Ceprav je
amoksicilin za zdravljenje drugih okuzb zelo uporabljan. Testiranje na obcutjivost in vitro
dovolj zanesljivo napove, ali bodo zdravila na podlagi klaritromicina neuspesna, medtem ko

je napoved neuspesnosti zdravil na podlagi metronidazola manj zanesljiva.(48)

Evropsko zdruZenje za raziskave H. pylori je postavilo priporocila za zdravljenje Ze leta 1997,
temu pa smo hitro sledili tudi v Sloveniji. Zaradi specifi¢ne ekoloske nise, v kateri biva H.
pylori, in Zzelod¢ne kisline, ki neugodno vpliva na biolosko razpolozljivost antibiotikov,
uporabljamo pri zdravljenju kombinacijo treh zdravil, dveh antibiotikov in zaviralca
protonske Crpalke ali ranitidin bizmutov citrat. Zdravila predpiSemo dvakrat dnevno v trajanju
najman;j teden dni. V 90. letih prejSnjega stoletja je bilo zdravljenje proti H. pylori uspesno v
90 ali ve¢ odstotkih. Ta odstotek uspesnosti zdravljenja pa je v zadnjih letih padel in se giblje
Vv razponu med 65,5 % in 83,8 %.(49)
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1.2.6.1 SVETOVNA PRIPOROCILA
Evropsko zdruzenje za raziskave H. pylori je na 2. konsenzus konferenci v Maastrichtu

predlagalo kot zdravljenje izbire sedemdnevno shemo:

Shema 1.izbora (trotirno zdravljenje)

\ ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske ¢rpalke 2 x standardni odmerek
ali
ranitidin bizmutov citrat 2 X 400mg
klaritromicin 2 x 500mg
amoksicilin 2 x 1000mg
ali
metronidazol 2 X 400 /500 mg

Priporoc¢ena shema izbire je klaritromicin in amoksicilin zaradi potencialno boljsih rezultatov
zdravljenja v primerjavi z drugo shemo, v kateri je metronidazol, ¢e slednji ni bil uporabljen
7e v prvi shemi zdravljenja. Ce smo neuspesni s prvo shemo zdravljenja, priporoéila iz

Maastrichta svetujejo drugo najmanj sedemdnevno shemo:

Shema 2.izbora (Stiritirno zdravljenje)

ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK

zaviralec protonske ¢rpalke 2 x standardni odmerek
ranitidin bizmutov citrat 2 X 400mg
metronidazol 2 X 400 / 500 mg
oksitetraciklin 4 x 500mg

V drzavah, kjer bizmuta ni na voljo, se kot druga terapevtska shema predpise tritirno,
antimikrobno zdravljenje z ZPC, amoksicilinom in metronidazolom. V primeru neuspeha po
prvih dveh shemah naj nadaljnje mozZnosti zdravljenja doloci specialist gastroenterolog na

osnovi antibiograma oz. moznih antibiotikov, ki so v posamezni drzavi na voljo.

V zadnjem c¢asu se uveljavljata predvsem dva nova antibiotika, in sicer: rifabutin in
furazolidon. Na rifabutin H. pylori zaenkrat $e ni razvil kliniéno pomembne rezistence.
Furazolidon je priporoc¢en predvsem kot zamenjava za nitroimidazole v primeru, da je

bakterija nanje odporna.(50, 51)

16



V ZDA uporabljajo antimikrobno zdravljenje v trajanju 14 dni, ¢eprav ni veliko dokazov, da
bi podaljSanje zdravljenja povecalo uspeh.(49)

1.2.6.2 KAKO ZDRAVITI OKUZBO V SLOVENIJI

Okuzbo s H. pylori je potrebno zdraviti le pri tistih bolnikih, ki izpolnjujejo merila za
zdravljenje. Prekuzenost s H. pylori v Sloveniji je velika, in sicer 51,6 %, klini¢cno pomembne
posledice pa se razvijejo le pri priblizno 20 % okuzenih.

Glede na to, da v Sloveniji nimamo na voljo pripravkov bizmutovega subcitrata/subsalicilata,

smo glede na moZnosti zdravljenja zelo omejeni.

Priporocena sedemdnevna shema izbire (8t. 1) je:

‘ ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske ¢rpalke 2 x standardni odmerek
klaritromicin 2 x 500 mg
amoksicilin 2 x 1000mg

V primeru neuspeha priporo¢amo sedemdnevno shemo (t. 2):

‘ ZDRAVILO DNEVNI ODMEREK
zaviralec protonske ¢rpalke 2 x standardni odmerek
klaritromicin 2 x 500 mg
metronidazol 2 x 500 mg

Uspeh zdravljenja je glede na slabSe rezultate potrebno preveriti predvsem zaradi pomena
neuspesnega izkoreninjenja H. pylori za moznost kasnejSe ponovitve bolezni. Kontrolo
uspesnosti zdravljenja izvedemo mesec dni po zdravljenju, najbolje s BC-se¢nino dihalnim
testom, ki je metoda izbire. Lahko pa uporabimo tudi dolo¢anje antigena v blatu. Izjema od
tega pravila je, Ce obstaja medicinska indikacija za ponovno endoskopijo zgornjih prebavil
(razjeda zelodca, pepti¢na razjeda z zapleti, limfom MALT).

Testiranje na H.pylori iz krvi je nesmiselno, ker ne pokaze realnega rezultata, njena povisana
vrednost je lahko odraz Ze prebolele okuzbe in gre le za prisotnost protiteles.

Bolniki mesec dni pred kontrolo uspeha zdravljenja ne smejo jemati antibiotikov, vsaj 2 tedna

pred kontrolo pa tudi ne ZPC ali blokatorjev H2. Nadaljevalno zdravljenje z ZPC po
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enotedenskem antimikrobnem zdravljenju je potrebno le pri bolnikih z razjedo Zelodca ali z
razjedo z zapleti. V primeru aktivne razjede dvanajstnika in v primeru ostalih indikacij za

zdravljenje pa nadaljevalno zdravljenje ZPC ni potrebno.(49)

V primeru neuspesnega zdravljenja s shemama 1 in 2 sodi tak bolnik k specialistu
gastroenterologu. Glede na nedosegljivost preparatov bizmuta v Sloveniji so nadaljnje
moznosti zdravljenja sorazmerno omejene. Najbolj pomembno vprasanje pred izbiro
naslednje moznosti zdravljenja je vsekakor, ali je bakterija obcutljiva za makrolidne
antibiotike. Odgovor nam lahko da le kultura in antibiogram. Ce odpornost za makrolide ni
prisotna, lahko uporabimo shemo ZPC, klaritromicin in ciprofloksacin. Ce pa obstaja
rezistenca za makrolide, je moZno bolnike zdraviti z visokimi odmerki ZPC in amoksicilina
(ZPC 3 x 40 mg, amoksicilin 3 x1000 mg). U¢inek amoksicilin je zelo odvisen od pH
zelodénega soka, zato se predpisejo visji odmerki ZPC. (49)

Sekvenc¢no zdravljenje je novejsi pristop zdravljenja okuzbe z bakterijo H. pylori in je
sestavljeno iz 10-dnevnega zdravljenja s ZPC in amoksicilina za prvih pet dni, nato pa v
naslednjih petih dneh kombinacija klaritromicina in tinidazola (okvir). Sekven¢no zdravljenje
temelji na ugotovitvah, dobljenih v asu, ko je bilo dvojno zdravljenje (ZPC + amoksicilin)

standardno za obravnavo okuzb z bakterijo H. pylori.(48)

1.2.7 RAZLOGI ZA NEUSPEH ZDRAVLJENJA

Uspesna odstranitev H. pylori je mozna le, ¢e antibiotiki na mestu okuzbe dosezejo
koncentracijo, ki presega minimalno baktericidno koncentracijo in se tak$no stanje zadrzuje

zadosti dolgo.

Glavni razlogi za neuspes$no zdravljenje so:

slabo sodelovanje bolnika;
odpornost bakterije za predpisane antibiotike;
ucinkovitost antibiotika je zmanjSana zaradi nizkega pH Zelod¢nega soka;

koncentracija antibiotikov ni zadostna zaradi velikih koli¢in bakterije.
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Drugi redkejsi vzroki za neuspeh zdravljenja so:

bakterija se zadrzuje intracelularno;
bakterija prezivi kot kokoidna oblika;
motnja imunskega odgovora gostitelja;

zgodnja ponovna okuzba.

1.2.7.1 Slabo sodelovanje bolnika

Trotirne antimikrobne kombinacije povzro¢ajo stranske u¢inke pri priblizno 30 %-50 %
bolnikov. Najpogostejsi stranski ucinki so: driska, kovinski ob¢utek v ustih in bole¢ine v
zgornjem delu trebuha. V novejsih raziskavah, v katerih so objektivno merili redno jemanje
zdravil, so ugotovili, da je kar 11,5 % bolnikov predcasno zakljucilo sedemdnevno
zdravljenje. Od tega sta dve tretjini zdravljenje zakljucili zaradi sopojavov. Zato je toliko bolj
pomembna vloga zdravnika, da bolnika opozori na mozne sopojave in mu natan¢no razlozi

pomen rednega jemanja zdravil za kon¢ni uspeh zdravljenja.

1.2.7.2 Odpornost H. pylori na antibiotike

H. pylori postane odporen na antibiotike zaradi kromosomske mutacije, redkeje pa zaradi
genske izmenjave med bakterijami, npr. transformacije. Mutacije nastanejo spontano med
delitvijo bakterij ali pa so posledica vpliva, npr. metronidazola na DNA bakterije.
NajpomembnejSa odpornost v klinicni praksi je odpornost za makrolidne antibiotike. Nastane
zaradi toCkovne mutacije na enem od dveh baznih parov, ki sta odgovorna za vezavo
makrolida na ribosom. Odpornost H. pylori za makrolidne antibiotike pred antimikrobnim
zdravljenjem je v svetu ze do 20 %.

Odpornost za nitroimidazolne antibiotike nastane zaradi mutacije v genu rdxA ali frxA, Ki
imata genetski zapis za nitroreduktaze. Slednje so potrebne za aktivacijo nitroimidazola v
reducirano obliko, ki je klini¢no aktivna oblika zdravila. VV Evropi je odpornost za
nitroimidazole od 10 % do 60 %, v Afriki pa tudi ze 90 %.

Odpornost na antibiotike iz skupine kinolonov je od 0 % do 10 %, zdravila te skupine pa v
zdravljenju H. pylori niso posebej uéinkovita.

Odpornost za amoksicilin in za tetracikline je prisotna le izjemoma.

1.2.7.3 Odpornost H. pylori na antibiotike v Sloveniji

Na 5. kongresu ICMASKO v Sevilli leta 2000 so objavili rezultate raziskave primarne

19



odpornosti za antibiotike pri 27 izolatih H. pylori. Odpornost za makrolide je bila v 3,7 %,
na nitroimidazole pa v 18,5 %. Na amoksicilin in ciprofloksacin niso odkrili primarne
odpornosti preiskanih sevov.

Drugi podatek o odpornosti H. pylori na antibiotike v Sloveniji pa imamo iz Studentske
raziskovalne naloge. V njej so avtorji analizirali odpornost 41 sevov H. pylori, ki so jih
uspeli kultivirati po odmrznitvi sevov. Tako dobljeni sevi H. pylori pa so izhajali od
bolnikov tako pred zdravljenjem kot tudi po neuspesnem zdravljenju. Za makrolide je bilo
odpornih 34 % sevov, za nitroimidazole pa 39 % z E-testom 0z. 56 % z agar-dilucijsko
metodo. Dolo¢anje obcutljivosti z E-testi je danes pri nas standardna metoda za doloCanje

obcutljivosti H. pylori proti vsem antimikrobnim sredstvom.

1.2.7.4 Nizek pH Zelod¢nega soka

Minimalna inhibicijska koncentracija antibiotikov, ki jih uporabljamo v zdravljenju okuzbe
s H. pylori, je odvisna od pH Zelodénega soka (Tabela 1). Bolniki, ki izlo¢ajo vec¢ kot 15
mmol Zelod¢ne kisline na uro in imajo ob tem normalno koncentracijo gastrina, so
hipersekretorji in imajo lahko ob standardnem odmerku zaviralca protonske ¢rpalke (ZPC)
nizek pH v Zelodcu, ki je lahko krivec za neuspesnost zdravljenja H. pylori. To posebej velja

v primeru dvotirnega zdravljenja z ZPC in amoksicilinom.

Tabela I. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) antibiotikov za zdravijenje okuzbe s

Helicobacter pylori glede na pH Zelodcnega soka.

MIK (MIC) 90 (mg/I)

Antibiotik (Agent) pH 7,5 pH 6,0 pH5,5
Penicilin (Penicillin) 0,03 0,5 0,5
Ampicilin (Ampicillin) 0,06 0,25 0,5
Cefaleksin (Cefalexin) 2 16 32
Eritromicin (Erythromycin) 0,06 2 8
Klaritromicin (Chlarithromycin) 0,03 0,06 0,25
Ciprofloksacin (Ciprofloxacin) 0,12 0,5 2
Tetraciklin (Tetracycline) 0,12 0,25 0,5
Nitrofurantoin 1 2 2
Metronidazol (Metronidazole) 2 2 2
Bizmutov subcitrat (Bismuth subcitrate) 16 8 -

Vir: Tepes et al., 2004, str. 504.

1.2.7.5 Velika koli¢ina bakterije H. pylori
Vec studij je potrdilo slabso uspesnost antimikrobnega zdravljenja v primeru velike koli¢ine
bakterij v Zelodcu. Kot semikvantitativno metodo za ugotavljanje velike koli¢ine bakterij

navajajo delta vrednost pri dihalnem testu s '*C-se¢nino preko 35 promil.
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1.2.7.6 Drugi redkejsi vzroki za neuspeh zdravljenja

Teoreti¢no obstaja moznost, da bi bakterija H. pylori lahko prezivela antimikrobno
zdravljenje, e bi bila skrita intracelularno. To velja predvsem za dvotirno terapijo z
amoksicilinom, ki ne prodre v celice.

Kokoidne oblike bakterije H. pylori nastanejo, e je bakterija v zanjo neugodnem okolju.
Taksna oblika je odporna na antimikrobno zdravljenje. V raziskavah na misih je uspelo s
kokoidnimi oblikami, ki jih niso uspeli kultivirati, ponovno okuziti miske. Nekateri drugi
avtorji pa menijo, da so kokoidne oblike le degenerativne oblike bakterije H. pylori, pri
katerih pride ze do degradacije bakterijske DNA in RNA.

Danes vemo, da ¢lovek kot gostitelj H. pylori ne odgovori vedno z enakim imunskim
odgovorom na okuzbo. Bolniki s slabse izrazenim Th-2 lokalnim imunskim odgovorom naj
bi imeli tudi slabsi uspeh pri antimikrobnem zdravljenju okuzbe s H. pylori.

Moznost ponovne okuzbe s H. pylori v stirih tednih po kon¢anem zdravljenju so zgolj
teoreticne. V primeru pozitivne kontrole Stiri tedne po antimikrobnem zdravljenju gre v
glavnem za relaps osnovnega seva in ne za ponovno okuzbo. V Sloveniji je moZzZnosti za

ponovno okuzbo po uspesnem zdravljenju H. pylori le 0,5 % letno.(52)
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1.2.8 DIAGNOSTIKA

Prvo pravilo je, da pri bolniku ugotavljamo prisotnost okuzbe s H. pylori samo v primeru, ko
so izpolnjeni kriteriji za zdravljenje v primeru pozitivnega izvida. Slovenska priporocila za
zdravljenje so bila sprejeta 1997 leta na Otoccu in z manj§imi spremembami Se danes

veljajo.(53)

Diagnosti¢ne metode razdelimo na:

- neinvazivne (serologija, urea dihalni test - UDT, ter test dokazovanja H. pylori v blatu in
slini).

Seroloski testi omogocajo ugotavljanje protiteles v krvi (ELISA). UDT temelji na delovanju
bakterijske ureaze na se¢nino. Bolnik popije z izotopom oznaceno raztopino se¢nine. V
izdihanem zraku merimo CO,.

- invazivne, za izvedbo katerih je potrebna gastroskopija (hitri ureazni test — HUT, histoloske
preiskave, kultura, genetske preiskave).

HUT, temelji na spremembi barve indikatorja ob spremembi pH medija. Biopsijski vzorec iz
sluznice damo v raztopino se¢nine. Reakcija je pozitivna, kadar raztopina spremeni barvo.
Histoloska preiskava zelod¢ne sluznice - pri barvanju po Giemsi lahko H. pylori vidimo.
Bakterioloska kultura iz biopsijskega vzorca omogoca tudi antibiogram. Polimerazna verizna

reakcija (PCR) je najbolj zanesljiva. Danes jo uporabljamo le v raziskovalne namene.

Neinvazivne diagnosti¢ne preiskave

Uporabljajo se zlasti za spremljanje uc¢inkovitosti zdravljenja. Pomen neinvazivnih testov je
tudi v epidemioloskih Studijah pojavnosti, pogostosti okuzbe s H. pylori v pediatri¢ni
populaciji, poleg tega pa tudi nacina prenosa okuzbe ter moznosti spontane ozdravitve in
preprecevanja okuzbe. Neinvazivni testi naj bi bili enostavni, poceni in diagnosti¢no
zanesljivi.(54, 55, 56)

Seroloske preiskave (dolo¢anje protiteles IgA in 1gG proti H. pylori) temeljijo na
dokazovanju protiteles proti H. pylori v krvi, zelod¢nem soku, slini ali blatu z razli¢nimi
metodami (aglutinacijo, reakcijo vezave komplementa, najpogosteje pa z ELISO). Preiskave
S0 poceni in enostavne. Okuzba s H. pylori povzro¢i lokalno in sistemsko tvorbo protiteles.
Prehodnemu dvigu IgM sledi dvig protiteles 1gG in IgA. Humoralni odziv je polimorfen.
Prepoznali so Stevilne antigene, proti katerim se tvorijo protitelesa (CagA, UreA, UreB,

lipopolisaharide in podenote flagelina). Antigenske lastnosti sevov H. pylori se razlikujejo
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med posameznimi etni¢nimi in geografskimi populacijami, zato je potrebno seroloske teste
standardizirati za vsako populacijo posebej in hkrati prilagoditi cut-off vrednosti. Najboljsi so
testi, ki so usmerjeni proti multiplim antigenom. Cut-off vrednosti naj bi bile za otroke tudi
posebej prirejene zaradi drugacnosti imunskega odziva v otroSkem obdobju. Nekateri avtorji
navajajo manjSo zanesljivost seroloskih testov pri otrocih glede na odrasle. Vecina

komercialnih testov ni prilagojena za otrosko populacijo.(57)

Danes je med vsemi neinvazivnimi testi najbolj v uporabi urea dihalni test (UDT) oz.
dihalni test s se¢nino (oznaceno s *C ali *C), ki je enostaven in natancen. Temelji na isti
biokemi¢ni reakciji kot hitri ureazni test. Test je enostaven, varen in nebolec, velja za visoko
specificnega in obCutljivega. S testom se doloca celokupna encimska aktivnost ureaze. Bolnik
v poskusnem obroku popije predpisano koli¢ino se¢nine, ki ima namesto '2C v molekuli *C
ali *C. Oznacen ogljik iz se¢nine, Ki jo razgradi ureaza H. pylori, se pojavi v
hidrogenkarbonatnem anionu, ki se absorbira v kri in se kot *CO, ali '*CO, izlo¢i v
izdihanem zraku. Pred testom in dolocen Cas po testu se (s pomocjo spektrometricne,
infrardece spektroskopske metode ali z lasersko asistirano analizo razmerij) izmeri razmerje
med '2C in '3C, ki se ob prisotnosti bakterije zna¢ilno spremeni. Ce je razmerje pove¢ano za
vec kot 0,4 %, je rezultat pozitiven (nekateri avtorji priporoc¢ajo cut-off vrednost 0,25 %, 0,3
% oziroma 0,35 %). Izotop *C je povsem neskodljiv, zato je primeren za uporabo pri otrocih.
Slabost testa je njegova visoka cena in teZja izvedba pri manjSem otroku. Raziskave kazejo,
da je obcutljivost nizja pri nizji starostni skupini otrok. Pri otrocih uporabljamo 50 mg
secnine, pri odraslih 75-100 mg.(57)

Obcutljivost UDT je med 88 % in 95 %, specificnost pa med 95 % in 100 %. Obcutljivost
testa je mozno izboljsati s tem, da bolnik 1 mesec pred preiskavo ne uziva antibiotikov ali
preparatov bizmuta, 10-14 dni pred preiskavo pa ne jemlje zaviralcev protonske ¢rpalke
(ZzPC) ali H2 blokatorjev.(58) V Sloveniji je njegova dosegljivost za bolnike dobra.

Dokazovanje H. pylori v blatu temelji na dokazu specifi¢nih antigenov H. pylori v blatu, Ki
se pojavijo po okuzbi, obicajno s pomocjo EIA-metode. Poliklonska protitelesa,

adsorbirana na povrsini testne ploscice, se specifiéno vezejo na antigene H. pylori iz vzorca
blata.

Z encimom konjugirano poliklonalno protitelo omogoca po dodatku substrata za encim
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barvno reakcijo, ki se kvantitativno oceni spektrofotometri¢no. Prednost testa je v
neinvazivnosti in enostavnosti odvzema vzorca. Zelo pomembno je diagnosti¢no ovrednotenje
testa za posamezne etni¢ne skupine in geografska obmocja. Japonski raziskovalci menijo, da
ima test ustrezno diagnosti¢no vrednost v vseh starostnih skupinah otrostva.(57)

Dokazovanje H. pylori v blatu, predvsem z novej$im monoklonalnim testom se priblizuje

rezultatom UDT, vendar ga uporabljamo predvsem takrat, ko UDT ni na voljo.(59)

Dokazovanje H. pylori v slini je imunokromatografski test, ki uporablja edinstvena

protitelesa za selektivno dolo¢itev ureaze H. pylori v slini.

Invazivne diagnosti¢ne preiskave

Zanje je znacilno, da so vezane na gastroskopijo in odvzem vzorcev zelod¢ne sluznice.

Hitri ureazni test temelji na razgradnji se¢nine z ureazo v amonijev ion in hidrogenkarbonat—
reakcija se kaze s spremembo pH, kar zaznamo s pomocjo pH-indikatorja. Rezultat je lahko
lazno negativen, Ce je Stevilo bakterij majhno oz. je razporeditev bakterij ZariS¢na, kar je
problem predvsem pri otrocih. Test se opravi ob EGDS na bioptu Zzelod¢ne sluznice.

Bistvena prednost testa je v tem, da je hiter, preprost in poceni, glavna pomanjkljivost pa

je prav v nizki obcutljivosti, $e posebej pri otrocih. Vecinoma se uporabljajo komercialni testi,
npr. CLO. Obcutljivost metode je odvisna od $tevila biopti¢nih vzorcev, mesta odvzema
bioptov, bakterijske gostote in predhodne uporabe antibiotikov in inhibitorjev

protonske ¢rpalke.(57) Hitri ureazni test (HUT) je standardna diagnosti¢na metoda pri
gastroskopiji, katere senzitivnost je med 90 % in 95 %, specificnost pa med 95 % in 100 %.
Nizja ob&utljivost je pri vseh tistih bolnikih, ki jemljejo ZPC, H2 blokatorje, ali so v zadnjem
mesecu jemali antibiotike, ali bizmutove preparate. HUT je primerna metoda tudi za
ugotavljanje uspesnosti zdravljenja, v kolikor je indicirana kontrolna gastroskopija, npr. pri
bolnikih z razjedo zelodca.(60) Histologija se kot rutinska metoda danes zaradi svoje cene ne
uporablja. Histologijo kot diagnosti¢no metodo za ugotavljanje okuzbe uporabljamo le v

raziskovalne namene. Na to¢nost rezultatov pa vpliva tudi subjektivnost ocenjevanja.(61)

Biopti¢ni vzorec se lahko brez barvanja pregleda s faznokontrastnim mikroskopom.
Bakterijska kultura je visoko specifi¢na diagnosti¢na metoda in metoda zlatega
standarda, njena obcutljivost pa je odvisna od mikrobioloske obdelave vzorca, Stevila in

mesta odvzema bioptov. Njen pomen je predvsem v moznosti testiranja obcutljivosti bakterije
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na antibiotike. Metoda dokazovanja bakterije temelji na biokemic¢ni zaznavi razli¢nih
bakterijskih encimov (ureaze, oksidaze, katalaze, gamaglutamil transpeptidaze) in
morfoloskih lastnostih.(57)

PCR - veriZna reakcija s polimerazo je visoko obcutljiva genetska metoda dokazovanja
bakterijske DNA, ki jo lahko dokazujemo v biopticnem vzorcu Zelod¢ne sluznice, Zelodénem
soku, Zol¢u, slini in blatu. Uporabna je tudi za ugotavljanje obcutljivosti na antibiotike.

Najpogosteje temelji na genu UreC kot specifi¢ni sondi.(57)

Histoloska preiskava biopta je metoda z visoko obcutljivostjo. Zdravnik pri gastroskopiji
odvzame vzorec na dveh razli¢nih mestih. Te vzorce obarvamo s posebnimi barvili in jih

pregledamo pod mikroskopom.

Kultura je ob histoloski preiskavi in dihalnem testu ena od treh metod, ki jih imenujemo
»zlati standard«. Odvzeti kosc¢ek sluznice nanesemo na gojisée in v 3-14 dneh dobimo

rezultat. Ta test je uporaben za ugotavljanje rezistence bakterije na H. pylori.(62)

H. pylori sodi med mikroorganizme, katerih vzgoja v kulturi je nekoliko tezja. Odvzemki
bioptov zelodéne sluznice za kulturo so upraviceni pri tistih bolnikih, ki so bili vsaj dvakrat
neuspesno zdravljeni, ali v raziskovalne namene, za ugotavljanje stopnje lokalne rezistence H.
pylori na antibiotike.(63)

Genetske analize vzorcev se uporabljajo v raziskovalne namene in za dolocanje antimikrobne

rezistence H. pylori.
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2. NAMEN DELA
Odkritje, da gastritis v ve€ini primerov povzro¢a okuzba s H. pylori, je pomembno vplivalo na

razvrscanje in zdravljenje bolezni Zelodca. Zaradi moznega razvoja neoplasti¢nih sprememb

je smiselno zgodnje odkrivanje in zdravljenje okuzbe s H. pylori.

V diplomski nalogi zelimo ugotoviti uspesnost zdravljenja okuzb z bakterijo H. pylori. Nasa
Studija je potekala tako, da smo pri bolnikih, pri katerih obstaja sum na okuzbo s H. pylori,
dolocali okuzbo s H. pylori v blatu, slini, serumu in izvedli dihalni test. Neinvazivne
preiskave so bile narejene na KIKKB. Po izvedenih preiskavah je bila predpisana
eradikacijska terapija. Po 8 tednih od prvega dne eradikacijske terapije so bili bolniki

ponovno klicani na izvedbo neinvazivnih testov.

Prvi¢ je nas cilj primerjati posamezne neinvazivne diagnosti¢ne teste (v serumu, slini in
blatu), glede na dihalni test s se¢nino in zatem pogledati specifi¢nost in ob¢utljivost ter

pozitivno in negativno napovedno vrednost posameznega testa.

Namen raziskave je tudi izracunati uspesnost terapije, glede na priporocila - dihalni test in
primerjati z rezultati antigena in izraCunati padec koncentracij seroloskih markerjev. Poleg

tega bomo samo pogledali kako je s slino.

Pricakovati je, da bodo vrednosti seroloskih markerjev e vedno pozitivne, vendar, da bo
koncentracija padla. Glede na zmanjSevanje uspesnosti eradikacije v zadnjih letih iz podatkov

v literaturi pri¢akujemo, da bo uspesnost eradikacije na spodnji meji, torej okoli 60 %.
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3. MATERIALIIN METODE DELA
3.1 PRIDOBIVANJE PODATKOV
Bolniki, pri katerih je obstajal sum za okuzbo s H. pylori, so bili povabljeni v raziskavo.
Dolocali smo okuzbo v blatu, slini, serumu in izvedli dihalni test. V kolikor so bolniki
soglasali s sodelovanjem v raziskavi, so prejeli navodila, posodico za shranitev blata in
napotnico za KKIB, na kateri je bilo napisano: prosimo za izvedbo dihalnega testa in
doloditev protiteles v serumu in testa s slino. Bolnik je nato v gastroskopirnici prejel datum,
kdaj naj se javi v laboratorij na ljubljanski polikliniki. Bolnik je nato v laboratoriju prejel Rp -
e za eradikacijsko terapijo, ki jih je napisal zdravnik ob gastroskopiji in jih je prilozil
napotnici. Po tem, ko je bolnik opravil prve neinvazivne teste, so mu v laboratoriju dali

napotnico za drugi pregled. To je priblizno po 8 tednih od prvega dne eradikacijske terapije.

Sprva smo neinvazivne teste izvedli na vzorcu 103 pacientov. Pacienti so bili stari od 11 do
86 let, med njimi je bilo 46 moskih in 57 Zensk. Povprec¢na starost preiskovancev je bila 46,74

let.

3.2 PROUCEVANE DIAGNOSTICNE METODE

3.2.1 DIHALNI TEST S SECNINO
Dihalni test temelji na sposobnosti bakterije, da z encimom ureazo razgrajuje se¢nino. Pri

testu se uporablja se¢nina, oznacena s '*C ali '*C izotopom.

13C dihalni test je neinvaziven in neradioaktiven test za odkrivanje infekcij z bakterijo H.

pylori. Primeren je tudi za nose¢nice in otroke. Ima visoko obc¢utljivost in specifi¢nost.

Test se praviloma opravlja vsaj 4 tedne po koncani terapiji za eradikacijo H. pylori, saj v
nasprotnem primeru dobimo lazno negativne rezultate. Testni obrok najveckrat predstavlja
200 ml 0,1 N citronske kisline. Namen je dvojen: upocasni praznjenje zelodca, kar poveca
kontaktni ¢as med bakterijo in oznaceno secnino ter omogoci optimalno razporeditev se¢nine
po Zelodcu. Porast izotopa *C v izdihanem zraku dolo¢imo z masnim spektrometrom (IRMS

— isotope ratio mass spectrometry).

Na Klini¢nem inStitutu za klinicno kemijo in biokemijo za ugotavljanje okuZenosti z bakterijo
H. pylori uporabljajo dihalni test s secnino 'Helicobacter Test INFAI, 75 mg prasek za
peroralno raztopino' ter 'Helicobacter Test INFAI za otroke v starosti 3-11 let, 45 mg prasek

za peroralno raztopino'.
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Slika 8 — Test INFAI

Test Helicobacter INFAI je dihalni test za enkratno uporabo. Uporabljamo ga za in vivo
diagnosticiranje gastroduodenalne okuzbe s H. pylori pri odraslih in mladostnikih, pri katerih

obstaja verjetnost pepti¢ne razjede.

Da bo test u¢inkovit, morajo bolniki zauziti 200 ml 100 % pomaran¢nega soka ali 1 g
citronske kisline v 200 ml vode (obrok, zauzit pred testom) ter navadno vodo, v kateri
raztopimo prasek s *C-se¢nino. Bolnik se mora prej postiti vsaj 6 ur, najbolje ¢ez noc.
Postopek testiranja traja priblizno 40 minut. Da se izognemo laZzno negativnemu rezultatu,
moramo test opraviti vsaj Stiri tedne po zadnji sistemski terapiji z antibiotiki in dva tedna po
zadnjem odmerku zaviralcev izlo¢anja zelod¢ne kisline. Obe skupini zdravil lahko vplivata na
status H. pylori. To je Se posebej pomembno po eradikacijski terapiji te bakterije. V enem

odmerku je le 75 mg *C-secnine, zato ne pricakujemo moznosti prevelikega odmerjanja.
FARMAKODINAMICNE LASTNOSTI

Za koli¢ino 75 mg *C-sec€nine, ki se uporabi za dihalni test, farmakodinami¢ni uc¢inki niso

opisani.

Oznacena secnina se po zauzitju razsiri v Zelodéno sluznico. V prisotnosti bakterije H. pylori

se 1*C-seCnina presnovi z ureazo, ki jo izlo¢a ta bakterija.

NH

2
> 18C = 0 %28, 1300, + 2 NH
H,0 2 3
NH, 2

Enacba 1 — Presnova *C-se¢nine z ureazo
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Ogljikov dioksid preide v krvne zile. Od tam se v obliki hidrogenkarbonata prenese v pljuca

in se sprosti v izdihanem zraku kot *CO,. (64)

Merjenje oznacenega COz2 v izdihanem zraku

&

Poskusni obrok z oznaceno
secnino

-

i 1

?

H. pylon ureaza

>

Oznaceni CO2 vstopi v krvni obtok

Slika 9 — Pot secnine pri okuzenih po zauzitju

V prisotnosti bakterijske ureaze se razmerje med *C in '2C-ogljikovimi izotopi znatno
spremeni. Delez *CO, v izdihanem zraku je dolocen s spektrometri¢no metodo dolo¢anja
razmerja mase izotopov (IRMS, isotope ratio mass spectrometry) in predstavljen kot

absolutna razlika (vrednost Ad) med 00-minutnimi in 30-minutnimi vrednostmi.

Ureazo v Zelodcu proizvaja samo H. pylori. V Zelodéni flori so zelo redko nasli druge
bakterije, ki proizvajajo ureazo. Mejna tocka za razloCevanje na H. pylori negativne in
pozitivne bolnike je dolo¢ena kot Ad-vrednost 4 %o. To pomeni, da povecanje Ad-vrednosti za
ve¢ kot 4 %o pomeni okuzbo. V primerjavi z biopti¢no diagnostiko okuzbe s H. pylori je

dihalni test v klini¢nih preskusanjih na 457 bolnikih dosegel obseg obcutljivosti 96,5 % do
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97,9 % [95 %-interval zaupanja, 1Z: 94,05 % - 99,72 %] in obseg specifi¢nosti od 96,7 % do
100 % [95 %-1Z: 94,17 % - 103,63 %].

V odsotnosti bakterijske ureaze se bo vsa koli¢ina zauzite seCnine po absorpciji iz prebavil
presnovila enako kot endogena se¢nina. Amoniak, ki nastane z bakterijsko hidrolizo (kot je

opisano zgoraj), se vkljuci v presnovo v obliki NH,*.
FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI

Zauzita *C-seCnina se presnovi v ogljikov dioksid in amoniak ali se vkljuci v cikel secnine v
telesu. Povecanje koli¢ine *CO, merimo z izotopno analizo. Absorpcija in porazdelitev *CO,
sta hitrejsi od reakcije ureaze. Torej je razkroj *C-se€nine z bakterijsko ureazo tista stopnja,
ki omejuje hitrost celotnega postopka. Samo pri bolnikih, ki so pozitivni na H. pylori, 75 mg
oznacéene secnine povzroci znatno povecanje *CO, v izdihanem zraku v prvih 30 minutah po

zauzitju.

Testni komplet vsebuje naslednje sestavine:

- kozarcek (prostornina 10 ml, iz polistirena s polietilenskim pokrovékom), ki vsebuje 75
mg *C-se¢nine praska za peroralno raztopino;

- oznaceni stekleni (ali plasti¢ni) epruveti za zbiranje, shranjevanje in prenaSanje vzorcev za
analizo: Cas vzorcenja: 00-minutna vrednost in ¢as vzoréenja: 30-minutna vrednost;

- upogljiva slamica za zbiranje vzorcev izdihanega zraka v ustrezne vsebnike;

- podatkovni list za dokumentacijo bolnika;

- navodilo za uporabo;

- list z etiketami s ¢rtno kodo in nalepka,;

POSTOPEK

Postopek pri¢nemo z zbiranjem vzorcev za dolocitev za¢etne vrednosti (00-minutne

vrednosti):

1. Izpolnimo formular s pacientovimi podatki.
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2. Iz kompleta vzamemo slamico in dve epruveti z napisom: "Cas vzor&enja: 00-minutna
vrednost". Z epruvete odstranimo zamasek, odvijemo slamico in jo vstavimo v epruveto.
Bolnik naj pocasi izdihuje skozi slamico, dokler se notranja povrSina epruvete ne zarosi.
Medtem ko bolnik neprekinjeno izdihuje, izvle€emo slamico in takoj zapremo epruveto s
priloZzenim zamaskom. (Ce ostane odprta veé kot 30 sekund, bo izid testa morda napacen.)
Epruveto drzimo pokonci in nanjo prilepimo ¢rtno kodo z napisom "00-minutna vrednost"

tako, da so Crte v vodoravnem polozaju.

3. Po enakem postopku napolnimo z izdihanim zrakom $e drugo epruveto (Oznaka: "Cas

vzorcenja: 00-minutna vrednost™).

4. Takoj po tem mora bolnik popiti 200 ml 100 %-pomaran¢nega soka ali 200 ml vode z 1 g
citronske Kisline.

5. Sledi priprava raztopine:

Iz kompleta vzamemo plastenko z napisom "*C-se¢nina prasek", jo odpremo in do ¥
napolnimo z navadno vodo. Plastenko zapremo in jo previdno stresamo, dokler se prasek ne
raztopi. Prelijemo vsebino v kozarec. Plastenko do roba napolnimo z vodo Se drugi¢ in tretji¢

in dodamo to vsebino v kozarec (celotna koli¢ina vode mora biti priblizno 30 ml).
6. Raztopino mora bolnik popiti takoj. ZapiSemo si tocen Cas zauzitja.

7. Trideset minut po zauzitju testne raztopine zberemo vzorca 30-minutnih vrednosti v
preostala vsebnika (Oznaka: "Cas vzoréenja: 30-minutna vrednost™), kot je opisano v korakih

2.1n 3. Za ta vzorca uporabimo nalepki z napisom »30-minutna vrednost«.

8. Ustrezno nalepko s ¢rtno kodo nalepimo tudi na bolnikov podatkovni list. Na koncu

zapecatimo paket z nalepko.

9. Epruvete pripravimo za merjenje na aparatu. Sledi analiza vzorcev.

PODROBNOSTI TESTIRANJA IN ANALIZE VZORCEV IZDIHANEGA ZRAKA

Vzorce izdihanega zraka, zbrane v 10 ml steklenih ali plasti¢nih epruvetah, analiziramo s
spektrometricno metodo dolo¢anja razmerja mase izotopov (IRMS). Analiza razmerja med

BC in 2C v izdihanem ogljikovem dioksidu je sestavni del diagnosti¢nega postopka Testa
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Helicobacter INFAI Natancnost testa je mo¢no odvisna od kakovosti analize izdihanega
zraka. Podroben opis parametrov analize zraka — linearnost, stabilnost (natan¢nost

referencnega plina) ter natancnost meritev — sta bistvena pogoja za tocnost testnih rezultatov.
Specifikacije za doloc€itev razmerja med *C in "*C:

Koncept testa izdihanega zraka je zasnovan na uporabi s *C specifi¢no oznacene secnine,

katere porabo v presnovi nadzorujemo z merjenjem *CO, v izdihanem zraku.

Masni spektrometer mora imeti naslednje funkcije:
Veckratna ponovitev analize: Vsaj tri zaporedne analize istega vzorca.

Zavarovan dostop: Shranjevanje delovnih parametrov in rezultatov z varovanim dostopom, da

se prepreci poznejSe spreminjanje podatkov.
Nastavitev: Razmerje med *C in >C glede na standard PDB (Pee Dee Belemnite).
Zanka za vzorec: < 200 pl.

Glavni testi, s katerimi preverimo specifikacije, so linearnost, stabilnost (natan¢nost
referen¢nega plina) in natan¢nost meritev. Vsi masni spektrometri za analizo izdihanega zraka

morajo ustrezati naslednjim specifikacijam:

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.

Natan¢nost meritev: < 0,3 %o pri obicajni naravni prisotnosti '*C, z uporabo 10 ml epruvete s

3 % CO, v izdihanem zraku.

Okuzba s H. pylori je prisotna, ¢e razlika *C/2C med osnovno vrednostjo in 30- minutno
vrednostjo presega 4,0 %o. Uporabimo lahko tudi kak$no drugo primerno, validirano metodo,

Ki jo izvede usposobljen laboratorij.
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Pri otrocih je postopek enak, le da dobijo 45mg se¢nine in popijejo 100ml pomaran¢nega

soka.

be. 2l & &%
P vzotec izdiharegy B pac o s

ixd 2raky (bazalng Centea) Shp A meEnine

1

pozitiven

w13 R PEH

negativen

t 30 minut

Slika 10 — Postopek testiranja dihalnega testa

TOKSIKOLOGIJA 2C

Ze normalno je v izdihanem zraku 1% '*C od vsega izdihanega CO,. Se¢nina z '*C izotopom
je telesu znana snov. Koli¢ina *C izotopa v ¢loveskem telesu je priblizno 2g/kg, povprecen
vnos pa 2-3g/dan. Zato vnos 100 mg s *C oznacene secnine, ki je ekvivalentna 21 mg *C
izotopa, predstavlja le 1% dnevnega vnosa '*C izotopa. Prav tako je 100 mg s '*C oznacene
sec¢nine malo glede na dnevno sintezo se¢nine v organizmu, ki je 20-30g/dan. Secnina je
netoksi¢na v taksnih koli¢inah. Tudi koli¢ina amoniaka, ki nastane, je premajhna, da bi
povzrocala toksi¢ne ucinke. Tako *C kot *C se¢nina sta normalno v telesu prisotna v veliko

vecji koli¢ini, kot se uporabljata v tem testu. (65)
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3.2.2 ANTIGEN V BLATU

3.2.2.1 H&R Helicobacter pylori v blatu- test za dolo¢anje Helicobacter pylori antigena na
testni ploscici
Gre za hitri diagnosti¢ni, enostopenjski test za kvalitativno dolo¢anje H. pylori antigena v

¢loveskem blatu. Namenjen je strokovni uporabi v in vitro diagnosti¢ne namene.

H&R FOB test je hitra imunokromatografska metoda (neinvazivna) za kvalitativno dolo¢anje
H. pylori antigena v ¢loveSskem blatu. Temelji na principu kapilarneka vleka. Vpojna
blazinica, ki je vstavljena v plos¢ico, ima obmocje testne Crte prekrito z monoklonalnimi
protitelesi proti H. pylori antigenu. Po dodatku vzorca le-ta reagira z delci na vpojni blazinici,
Ki so prekriti z anti-H. pylori protitelesi. Raztopina potuje navzgor po vpojni blazinici po
principu kapilarnega vleka. V primeru pozitivnega rezultata bodo specifi¢na protitelesa na
vpojni blazinici reagirala z raztopino konjugata in povzrocila nastanek obarvane crte v
testnem polju. Rdece obarvana ¢rta se vedno prikaze v kontrolnem polju in sluzi kot notranja
kontrola reagenta, kot dokaz da je bila dodana zadostna koli¢ina vzorca in da je bil dosezen

pravilen kapilarni viek.
KOMPONENTE TESTA:

e Testne kasete;
e Navodila za uporabo;
e Epruvete za odvzem, ekstrakcijo in nanos vzorca;

e Pozitivna kontrola.
Potreben dodatni material:

e Posodice za odvzem vzorca,;
e Rokavice za enkratno uporabo;

e Stoparica.

PRIPRAVA VZORCA IN POSTOPEK IZVEDBE TESTA

Zberemo zadostno koli¢ino vzorca blata (1-2 g ali ml za tekoce vzorce). VVzorci blata morajo
biti odvzeti v Ciste, suhe posodice, brez konzervansov ali transportnega medija. Vzorci se pred

uporabo lahko hranijo 1 do 2 dni v hladilniku (2-4 °C). Za daljse hranjenje vzorca, morajo le
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ti biti zamrznjeni na -20 °C. Pred uporabo je potrebno vzorce odmrzniti in pocakati, da

doseZejo sobno temperaturo.

Za vsak vzorec uporabimo novo epruveto za odvzem, ekstrakcijo in nanos vzorca. Odvijemo
zamasek in konec pali¢ice, pritrjene na zamasSek potopimo v blato na dveh mestih (odvzeti
moramo veliko koli¢ino vzorca, cca 250 mg, za primerjavo pri testu za okultno kri v blatu
moramo odvzeti 50 do 100 mg vzorca). Pri tekocih vzorcih blata aspiriramo vzorec s kapalko,
in nato dodamo 250 pl v steklenic¢ko s pufrom. Zamasek z vzorcem vstavimo nazaj v epruveto

in ga tesno privijemo. Epruveto z vzorcem in s pufrom dobro premesamo.

Pred pri¢etkom izvajanja testa morajo testna plosc¢ica, blato in epruvete s pufrom doseci sobno

temperaturo (15-30 °). Ovoja posamezne testne ploscice ne odpiramo do same izvedbe testa.

- Odstranimo ovoj s testne H&R H. pylori plos¢ice in jo uporabimo takoj, ko je
mogoce.

- Dobro premesamo epruveto z vzorcem in pufrom. Odlomimo konec epruvete.

- Zavsak vzorec uporabimo novo testno plos¢ico. V vzor¢no polje dodamo
tocno 4 kapljice ali 100 pl in vklju¢imo Stoparico.

- Odc¢itamo rezultat znotraj 10 minut po dodatku raztopine v vzor¢no polje.
INTERPRETACIJA REZULTATOV
Pozitiven rezultat:

Na testni kaseti se pojavita dve rdeci ¢rti - v testnem polju, oznacenem s ¢rko T, in v

kontrolnem polju, oznac¢enem s ¢rko C.

Negativen rezultat:

Na testni kaseti se pojavi le ena rdeca Crta, in sicer v kontrolnem polju, ozna¢enem s ¢rko C.
Neveljaven rezultat:

Popolna odsotnost rdece kontrolne ¢rte ne glede na prisotnost rdece testne ¢rte pomeni
neveljaven rezultat. Najpogostej$i mozni razlogi za odsotnost kontrolne ¢rte so nezadostna

koli¢ina vzorca, nepravilen postopek izvajanja testa ali razpad reagenta.
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OMEJITVE TESTA

S tovrstnim kvalitativnim testom ni mogoc¢e doloc¢iti kvantitativne vrednosti ali stopnje
porasta H. pylori antigena v vzorcu. Prevelika koli¢ina vzorca lahko povzro¢i napacne
rezultate (pojav pasov rjave barve). V tem primeru je potrebno vzorec razredciti s pufrom in
ponoviti test. Dolo€eni vzorci blata lahko zmanjSajo intenziteto barve kontrolne ¢rte.
Negativen rezultat v nobenem primeru ne izkljucuje moznosti okuzbe s H. pylori. Tako H&R
H. pylori test zagotavlja verjetno diagnozo infekcije s H. pylori in se rezultati vedno
interpretirajo ob upostevanju celostne klini¢ne slike in ob rezultatih ostalih laboratorijskih
preiskav. H&R H. pylori test je bil primerjan z razli¢énimi metodami, kot so kultura, dihalni

test s se¢nino in Ureaza test - ugotovljena je bila ve¢ kot 92 % to¢nost. (66)

3.2.2.2 DIMA Helicobacter pylori v blatu
DIMA H. pylori je imunokromatografski test za kvalitativno dolo¢anje H. pylori antigena v

¢loveskem blatu. Ta metoda je natancna, lahka za izvedbo, in hitra, saj nam da rezultate v
nekaj minutah.

V tem testu je H. pylori zaznana s pomocjo specifi¢nih protiteles proti H. pylori. Po dodatku
vzorca (blato razredéeno v pufru) se specifi¢na, barvno oznacena protitelesa vezejo na
bakterije, ¢e so le te navzoce v vzorcu. Ko ti kompleksi potujejo navzgor po membrani po
principu kapilarnega vleka, so ujeti s pomocjo drugih specifi¢nih protiteles na testnem polju.
Nastane rde¢a ¢rta v testnem polju. Ce ni prisotnih bakterij, se barvno oznaéeno protitelo ne
more vezati na obmocju testnega polja. Takrat ne nastane rdeca Crta. Torej prisotnost rdece
¢rte v testnem polju kaze pozitiven rezultat, medtem ko njena odsotnost kaze na negativen

rezultat.

Obarvana c¢rta se vedno pojavi v kontrolnem polju in sluzi kot notranja kontrola reagenta, kot

dokaz da je bila dodana zadostna koli¢ina vzorca in da je bil dosezen pravilen kapilarni vlek.
KOMPONENTE TESTA:

e Testne kasete;
¢ Navodila za uporabo;
e Zbiralne posodice za blato, s pufrom za razredevanje vzorca,

e Papir za odvzem vzorca.
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Potreben dodatni material:

e Papir za odstranitev konice tube s pufrom;

e Stoparica.
VZOREC IN POSTOPEK IZVEDBE TESTA
Zbiranje vzorca in priprava pacienta

Za zbiranje vzorca blata dobi pacient posodico za blato in papir za zbiranje blata. Pacient
mora paziti, da se vzorec blata zbere tako, da ne pride v stik z vodo v strani$¢ni Skoljki, da se
prepreci razredCevanje vzorca ali kontaminacija z detergenti. Pacient drzi posodico za blato
vertikalno in vzorec odvzame z zlicko, nameSceno v pokrovu plasticne posodice za blato.
Vzorec odvzamemo z Zlicko iz vsaj treh razli¢nih strani vzorca. Napolnimo priblizno polovico
posodice in dobro zatesnimo pokrov. Zbiralno posodico za blato pretresemo, da se zmesa
vzorec blata in pufer za razredCevanje. Vzorec damo v plasti¢no vrecko in ga shranimo v

hladnem prostoru. VVzorec v posodici moramo vrniti zdravniku v roku naslednjih 24-48-ih ur.

Posodica za zbiranje blata mora biti opremljena s pacientovim imenom za identifikacijske
namene. VVzorec mora biti uporabljen v naslednjih 24 urah. VVzorce shranjujemo v hladilniku
(2 °-8 °C) do uporabe. Kratka izpostavitev visokim temperaturam do 30°C normalno ne
vpliva na vzorec. Kljub temu, naj bodo te izpostavitve ¢im krajse. Tik preden je vzorec

uporabljen za analizo mora biti na sobni temperaturi.
Izvedba testa

- Testna naprava in razredCeni vzorec blata morata doseci sobno temperaturo
(15-30°C) pred testiranjem.

- Testno napravo vzamemo iz torbice, ko smo nared za izvedbo testa. Testna
naprava mora doseci sobno temperaturo, da se izognemo kondenzaciji vlage na
membrani. Napravo oznacCimo s pacientovo ali kontrolno identifikacijo.

- Zuporabo papirnatega robcka odstranimo konico zbiralne posodice s
sukajocim gibanjem. Zbiralno posodico drzimo vertikalno in dodamo 2-3
kapljice raztopine v okroglo vzor¢no polje testne naprave z neznim pritiskom
na stene zbiralne posodice. [zogniti pa se je potrebno zra¢nim mehurckom v

VZorcu.
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- Vkljuc¢imo Stoparico in ko test za¢ne delovati, vidimo rdece obarvano tekoco
linijo, ki se pomika po membrani.
- Pocakamo, da se pojavijo rdece Crte. Rezultat lahko od¢itamo po 10 minutah.

Rezultatov ne smemo interpretirati po 20 minutah.

INTERPRETACIJA REZULTATOV
Negativen rezultat:

V kontrolnem polju C se pojavi samo ena obarvana ¢rta. V testnem polju, oznacenem s ¢rko T
pa se Crta ne pojavi. Odsotnost ¢rte v testnem polju kaze na to, da ni prisotnih H. pylori

antigenov.
Pozitiven rezultat:

Na membrani se pojavita dve razli¢no obarvani ¢rti. Ena obarvana ¢rta nastane v kontrolnem

polju C in druga v testnem polju T. Ta rezultat kaze na prisotnost H. pylori antigenov.

(Intenziteta barve v testnem polju T variira odvisno od koncentracije H. pylori antigenov
prisotnih v vzorcu. Tako katerikoli odtenek barve v testnem polju kaze na to, da so bili
detektirani antigeni H. pylori. Vendar tega rezultata ne moremo kvantitativno ovrednotiti, saj

gre za kvalitativni test.)
Neveljaven rezultat:

Popolna odsotnost obarvane kontrolne ¢rte. Ne glede na prisotnost kontrolne ¢rte to pomeni

neveljaven rezultat.
OMEJITVE

Tako kot pri vseh hitrih diagnosti¢nih testih H. pylori se rezultati vedno interpretirajo ob
upostevanju celostne klini¢ne slike in ob rezultatih ostalih laboratorijskih preiskav.
Antibiotiki, zaviralci protonske ¢rpalke in bizmutovi pripravki inhibirajo H. pylori. Negativni
testni rezultati, pridobljeni med ali takoj po eradikacijski terapiji, so lahko nezanesljivi, ker se
lahko koli¢ina bakterij preve¢ zmanjsa za detekcijo s testom. V tem primeru je dobro H.

pylori test ponoviti dva tedna po koncani terapiji.
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LASTNOSTI TESTA

V klini¢ni $tudiji so primerjali DIMA H. pylori Ag testno napravo proti komercialno dostopni

ELISA in prikazali naslednje karakteristike:
Diagnosti¢na obcutljivost: 82,1 %;
Diagnosti¢na specifi¢nost: 96,9 %;
Pozitivna napovedna vrednost: 91,4 %;
Negativna napovedna vrednost: 93,1 %;

Reproducibilnost: 92,6 % (67).

3.2.3 DOLOCEVANJE H. PYLORI UREAZE V SLINI
dBest One Step H. Pylori Saliva Test Disk

The one step H. pylori-Saliva-Urease (HPS) test je enostaven enostopenjski
imunokromatografski test za hitro, kvalitativno detekcijo ureaze z infekcijo s H. pylori v

endoskopski biopsiji ali slini.

Enostopenjski H. pylori test s slino je imunokromatografski test, ki uporablja edinstvena

protitelesa za selektivno identifikacijo H. pylori ureaze v slini ali endoskopskih biopsijah.
KOMPONENTE TESTA

- HP-Saliva testna kaseta;
- Posodica za zbiranje sline;

- Navodila za uporabo.

OPOZORILA

Enostopenjski HP-Saliva testna naprava mora biti shranjena pri sobni temperaturi 4 °-30 °C.
Testna naprava je obcutljiva na vlago kot tudi na vroc¢ino. Test izvedemo takoj, ko testno
napravo vzamemo iz folijaste torbice. Vsi vzorci sline morajo biti testirani takoj ali po znotraj

petih minut zbiranja vzorca.
PRIPRAVA VZORCA IN POSTOPEK IZVEDBE TESTA

Za vzorec sline pacient ne sme zauziti hrane ali pijae eno uro pred testom.
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Postopek testiranja:

- Testno napravo vzamemo iz torbice in jo polozimo na ravno in suho povrsino.
Slino zbiramo v Cisti vsebnik (cca 1ml).

- Slino prenesemo s priloZeno kapalko v posebno kiveto, in sicer 4 kapljice sline.
V kiveto dodamo $e 2 kapljici pufra.

- Spet uporabimo kapalko, da pripravimo meSanico v testni posodici.

- Zisto kapalko dodamo 4 kapljice meSanice v vzor¢no polje na plos¢ici.

-V priblizno 30 sekundah se vijoli¢na barva premika skozi rezultatsko okno v
center testne naprave, ¢e ne, pa dodamo Se dodatni 2 kapljici v vzoréno polje.

- Rezultat interpretiramo po 20-30 minutah. Testa ne smemo interpretirati po 30

minutah.

INTERPRETACIJA TESTA

Ko testna naprava za¢ne delovati, se pojavi barvni trak v levem delu rezultatskega okna, kar
nam kaze da test deluje pravilno. Ta trak je kontrolni trak (C). Desni del rezultatskega okna
nam kaZe rezultat testa. Ce se pojavi dodatno obarvani trak v desnem delu rezultatskega okna,

je ta trak testni trak (T).
Pozitiven rezultat

Prisotnost dveh obarvanih trakov (T in C) znotraj rezultatskega okna ne glede na to, kateri
trak se pojavi prvi, kaZe na pozitivni rezultat. (Vija je raven analita v vzorcu, mocnejsa je
barva T traku. Ko pa je raven analita v vzorcu blizu, vendar Se vedno znotraj obcutljivostne

meje testa, je barva T traku zelo Sibka.)
Negativen rezultat

Prisotnost samo enega vijoli¢éno obarvanega traku znotraj rezultatskega okna kaze na

negativen rezultat.
Neveljaven rezultat

Ce po izvedbi testa ni viden noben trak, je rezultat neveljaven. Priporo¢a se, da se test

ponovno izvede.
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OMEJITVE

Kljub temu, da je test zelo natancen pri detekciji ureaze, 1ahko pride do nizke pojavnosti
napaénih rezultatov. Ce so pridobljeni negativni ali vprasljivi rezultati, so zahtevani ostali

klini¢no dostopni testi.

Studije so pokazale, da ima eradikacijska terapija H. pylori kolonizacije Zelodca mesane

rezultate pri H. pylori oralni kolonizaciji.(68)

3.2.4 DOLOCEVANJE SPECIFICNIH PROTITELES IgG IN IgA PROTI H. PYLORI V
SERUMU

3.2.4.1 Dolocevanje IgA protiteles proti H. pylori

Test uporabljamo za dolocanje specificnih IgA protiteles H. pylori v humanem serumu pri
bolnikih z gastrointestinalnimi simptomi. Namenjen je za odkrivanje okuzbe z bakterijo H.
pylori in ugotavljanje uspesnosti zdravljenja po antibakterijski terapiji. Do padca protiteles
pride 3-6 tednov po terapiji. Vzorec je serum.

Princip metode

Pyloriset EIA-A 111 je encimskoimunski test za dolocanje specifi¢nih protiteles razreda Ig A
proti H. pylori. Protitelesa iz serumskega vzorca se vezejo s specifi¢nimi antigeni H. pylori na
povrsino mikrotitrne plosée. Po spiranju se encimski konjugat (peroksidaza konjugirana z
anti-humanimi IgA) veze na antigen-protitelo kompleks. Nevezan konjugat speremo. Po
inkubaciji s substratom prekinemo encimsko reakcijo z Zveplovo kislino in izmerimo
absorbanco. Intenzivnost obarvanja je sorazmerna koncentraciji specificnih IgA protiteles H.

pylori v vzorcu.

REAGENTI, KALIBRATORIJI, KONTROLE
Vsebina Pyloriset EIA-A 111 kita, ORION Diagnostica:

e Mikrotitrna plos¢a z 12 stripi (8 x 12 luknjic), prevlecena z inaktiviranimi H. pylori
antigeni.

e Pufer za razred¢evanje seruma (zelene barve), Ze pripravljen.

e Pufer za spiranje: 10 x koncentriran.

e Encimski konjugat (rdece barve), Ze pripravljen: peroksidaza konjugirana s kunéjimi
anti-humanimi IgA protitelesi.

e Kalibracijski serumi 1, 2, 3 in 4 (humani), Ze pripravljeni.

e TMB-substrat, Ze pripravljen: 3, 3', 5, 5'- tetrametilbenzidin (1,25 mmol/L).
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e Stop reagent: 0,5M Zveplova kislina (H,SOy).

Reagenti, hranjeni v hladilniku pri 2 °-8 °C so uporabni do datuma natisnjenega na embalazi.

Odprta vrecka s stripi mora biti dobro zaprta in je stabilna 2 meseca, ¢e jo hranimo pri 2 °-8

°C. TMB-substrat mora biti hranjen zas¢iten pred svetlobo.

INSTRUMENTI IN OPREMA

Vsebina Pyloriset EIA-A 111 kita;
pipete 10 pL, 100 puL in 1-2 mL;

analizator Personal LAB, BioChem Immunosistems.

KALIBRACIA

Ob vsaki seriji uporabimo vse 4 kalibratorje. Analizator naredi umeritveno krivuljo iz

koncentracij Stirih kalibratorjev in od¢ita vrednost v kIU/L. Test moramo ponoviti, ¢e je

absorbanca kalibratorja 1 vec¢ja od 0,200 ali kalibratorja 4 manjsa od 0,800. Analizator na to

opozori sam (Test Validity failed).

DELOVNI POSTOPEK

Priprava reagentov in vzorcev:

Pred uporabo ogrejemo reagente na sobno temperaturo (18 °-25 °C).

Pufer za spiranje (Washing Buffer) razred¢imo v razmerju 1+ 9. Npr.: 100 mL pufra +
900 mL redestilirane vode. Razred¢en pufer je stabilen 4 mesece, ¢e ga hranimo v
hladilniku pri 2 °-8 °C.

Encimski konjugat (Enzyme Conjugate) je Ze pripravljen; za en strip potrebujemo 1,0
mL konjugata.

TMB-substrat je Ze pripravljen. Ce se modro obarva, ga ne smemo ve¢ uporabljati.
Kalibracijski serumi 1 do 4 so Ze razred¢eni in pripravljeni za uporabo.

Analizator sam razred¢i vzorce! V analizator vstavimo epruvete za dvakratno
razredCitev. Serum razredci s pufrom za razred¢evanje (Serum Diluting Buffer) od 1

do 201 (npr. 10puL seruma + 2,0mL pufra za razredCenje).
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Postopek:

Pipetiramo:
kalibracijske serume 1-4 100uL;

razredcen vzorec seruma  100uL.

Inkubiramo na sobni temperaturi (18 °-25 °C) in stresamo (700-1000 rpm) 30 minut.
Spiramo 3 X s 400 uL pufra za spiranje.

Pipetiramo 100 pL encimskega konjugata v vse luknjice mikrotitrske plosce.

Plosco inkubiramo na sobni temperaturi (18 °-25 °C) in stresamo (700—1000 rpm) 30
minut.

Speremo 3 X s 400 uL pufra za spiranje.

Pipetiramo 100 pL substrata v vse luknjice.

Plos¢o inkubiramo pri sobni temperaturi (18 °-25 °C) in stresamo (700-1000 rpm) 10
minut.

Dodamo 100uL Stop reagenta v vse luknjice, da ustavimo encimsko reakcijo.
Izmerimo absorbanco pri 450 nm, najpozneje v 10 minutah po zaustavitvi encimske

reakcije.

Ce je vrednost nad 320 kIU/L moramo vzorec seruma razred¢iti s pufrom za razredéevanje

(zelene barve) v razmerju 1+1: 250 pL seruma + 250 pL pufra. Pazimo, da se ne peni!

Ponovimo ves postopek analize in rezultat pomnozimo z 2, da dobimo kon¢ni rezultat.

Opozorila:

Pazimo, da se reagenti ne kontaminirajo z mikroorganizmi! Steklenicko z reagentom
po uporabi vedno takoj dobro zapremo!

Ne smemo mesati reagentov razli¢nih "lotov", razen pufra za razred¢evanje seruma,
TMB-substrata, pufra za spiranje in stop reagenta.

Vzorce, ki jih ne moremo analizirati takoj, hranimo v hladilniku do 7 dni. Za daljse
obdobje hranimo vzorce v zamrzovalniku pri —20 °C. Odmrznjenih vzorcev ne smemo

ponovno zamrzovati.
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e Moc¢no lipemi¢nih ali hemoliziranih vzorcev ne smemo testirati, ker lahko dajo

napacne rezultate.

PODAJANJE REZULTATOV

Rezultate podajamo v enotah klIU/L. Cut-off je 20 KIU/L.

e Rezultat pod 20 kIU/L pomeni: 0 (negativno), protitelesa H. pylori razreda IgA niso
prisotna.

e Rezultati > 20 kIU/L pomenijo prisotnost protiteles H. pylori razreda IgA.

VZDRZEVANIJE SISTEMA

Ciscenje igle na analizatorju BioChem Immunosistems:

Iglo snamemo in jo namakamo 20 minut v raztopini 100 mL 0,1% NaOCI (0,8 mL 13 %
NaOCl1 + 99,2 mL redestilirane vode). Preden za¢nemo z delom iglo spiramo na analizatorju 2

minuti.

VALIDACIA in ZAGOTAVLIJANJE KAKOVOSTI

Proizvajalec navaja 96,1 % obcutljivost in 91,5 % specifi¢nost analize v primerjavi z rezultati

mikrobioloske kulture histoloskih vzorcev.
Vkljuceni smo v mednarodno kontrolo kakovosti Instand 2 X letno s po dvema vzorcema.

3.2.4.2 Dolocevanje IgG protiteles proti H. pylori
Postopek je prakti¢no enak, kot pri dolocanju IgA protiteles. Razlika je le ta, da pri tem testu

gledamo, Ce je rezultat nad 640 kIU/L, moramo vzorec seruma razredc¢iti s pufrom za

razredCevanje.
VALIDACUA in ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

Proizvajalec navaja 100 % obcutljivost in 94,3 % specificnost analize v primerjavi z rezultati

mikrobioloSke kulture histoloskih vzorcev. (69, 70)
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3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV
Neinvazivne diagnosti¢ne teste smo ovrednotili tako, da smo izracunali njihovo obcutljivost,

specifi¢nost, natancnost ter pozitivno in negativno napovedno vrednost.

Obcutljivost in specificnost: Obcutljivost (enacba 1) je razmerje oseb s pozitivnim rezultatom
do vseh oseb, ki so resni¢no bolne (resni¢no pozitivne in laZzno negativne). Na simetri¢ni
nacin pa je specificnost (enacba 2) merilo, ki nam pove delez tistih, ki smo jih na osnovi testa
spoznali za zdrave v odnosu do vseh, ki so resni¢no brez bolezni (resni¢no negativni in lazno
pozitivni). Pojma specificnost in obcutljivost oznacujeta torej sposobnost testov, da zaznajo
bolezen v prvem oz. da zaznajo nebolezen v drugem primeru. IzraCunavanja specifi¢nosti in
obcutljivosti zahteva poznavanje dejanskega stanja oseb glede na proucevano bolezen. V
praksi se posluzujemo referencnih diagnosti¢nih metod, ki so zelo blizu pravemu stanju in oba
parametra izracunamo v odnosu do teh referen¢nih vrednosti. Referencna diagnosti¢na
metoda je v na§em primeru dihalni test s se¢nino. Stevilo lazno negativnih pomeni

pomanjkanje ob¢utljivosti. Stevilo lazno pozitivnih pomeni pomanjkanje specifiénosti.

S premikanjem vrednosti praga v desno lahko izboljSamo specifi¢nost in zmanjSamo
obcutljivost, s premikanjem v levo pa dosegamo ravno obratno. Ce zelimo zajeti ¢im vec

bolnih, pove¢amo obcutljivost. S tem povzro¢imo, da imamo veliko lazno pozitivnih. (71)

M RP
OBCUTLJIVOST = 1)
RP+LN
v RN
SPECIFICNOST = ———— )
RM+LP

Napovedna vrednost: Obcutljivost in specifi¢nost oznacujeta vrednost neke metode merjenja
dolo¢enega parametra glede na referen¢no metodo. Dobljene vrednosti niso v povezavi s
prevalenco iskanega parametra v populaciji. To pomanjkljivost do neke mere popravlja
napovedna vrednost. Pozitivna napovedna vrednost (enacba 3) je merilo razmerja vseh
resnicno bolnih do vseh, ki so bili razvr§€eni v skupino z boleznijo (resni€no pozitivni in
lazno pozitivni). Negativna napovedna vrednost (enacba 4) pa je razmerje med vsemi brez
bolezni z vsemi, ki so bili razvr§€eni v skupino brez bolezni (resni¢no negativni in lazno
negativni). Pozitivna napovedna vrednost ni odvisna samo od uporabljene metode, ampak je

tudi funkcija prevalence bolezni in opazovanega znaka. Pri enaki obcutljivosti pozitivna
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napovedna vrednost raste z viSanjem prevalence bolezni in pada s prevalenco znaka. Ali z
drugimi besedami, napovedna moc¢ pozitivnega znaka je boljsa, ¢e je bolezen pogosta in znak
redek. Analogno velja za negativno napovedno vrednost. Njena napovedna moc (ob

odsotnosti znaka) je torej boljsa, e je bolezen redka in znak pogost.

Pozitivna napovedna vrednost = 7= TiF (3)
. RN
Negativna napovedna vrednost = RNELN 4)

Natanc¢nost: merska znacilnost dihotomnega diagnosti¢nega testa, izracunljiva kot koli¢nik
vsote Stevil pravilno pozitivnih in pravilno negativnih rezultatov ter vsote Stevil vseh

rezultatov (enacba 5)

RP+ RN

Natanénost = ¢z +LP +RN +LN ©

Legenda:

Resni¢no pozitivni rezultati (RP): pozitiven dihalni test s se¢nino in pozitiven rezultat testa s
slino, serumom ali z blatom

Resni¢no negativni rezultati (RN): negativen dihalni test s se€nino in negativen rezultat testa s
slino, serumom ali z blatom

Lazno pozitivni rezultati (LP): negativen dihalni test s seCnino in pozitiven rezultat testa s
slino, serumom ali z blatom

Lazno negativni rezultati (LN): pozitiven dihalni test s se€nino in negativen rezultat testa s

slino, serumom ali z blatom
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4. STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV

4.1 Rezultati neinvazivnih preiskav pacientov
Tabela I1. Rezultati neinvazivnih preiskav pacientov, narejenih na KIKKB.

1 0 0 0,4 1 35 9
2 1 1 37,1 1 62 24
3 1 1 43,9 0 191 65
4 0 1 0,8 0 30 22
5 1 1 60,1 0 437 40
6 0 0,5 0 23 17
7 1 1 32 0 169 21
8 0 0 5,6 1 88 81
9 8,6 0 20 12
10 1 12,5 0 281 88
11 0 0 13 0 13 25
12 0 1 0,2 1 11 20
13 1 1 20 0 640 92
14 0 0 0,8 0 81 119
15 0 1,6 0 10 14
16 0 0 487 243
17 1 25,1 1 473 54
18 1 7,1 0 96 18
19 0 0 0,1 0 10 15
20 0 0 55,4 0 441 43
21 13,5 1 54 16
22 1 20,6 1 146 16
23 0 13 0 28 11
24 0 0,7 0 24 20
25 0 0 0,3 1 14 23
26 0 0 1,7 0 20 13
27 1 1 8,2 0 152 39
28 1,5 1 60 10
29 0 0 1,3 0 26 20
30 0 8 156 36
31 1 15,8 0 228 86
32 0 0,3 0 35 16
33 0 0,5 0 289 46
34 0 1 18 10
35 0 1 1,6 0 16 25
36 1 29,4 0 49 32
37 0 1 1 0 11 23
38 0 0 0,7 0 12 12
39 0 0 0,8 0 10 13
40 0

41 0 0 0,5 0

42 1 1 22,05 0 171 85
43 0 0 0,9 0 14 18
44 1 1 71 0 52 20
45 1 1 0,4 1 10 26
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46 1 1 32,6 0 21 22
47 0 0 0,9 1 26 10
48 1 20,5 0 103 14
49 0 0,2 0 91 15
50 0 0 0,5 0 10 12
51 0 0 132 24
52 0 0 0,3 0 14 16
53 0 0,7 0 180 100
54 1 1 35,2 0 325 17
55 0 0 2,1 0

56 0 0,1 0 19 16
57 1 1 22,3 1 386 84
58 0 0 0,5 0 13 11
59 0 1 0,3 1 11 10
60 1 1 7,98 0 173 28
61 0 1 30 22
62 0 0,4 0 293 23
63 1 1 12,5 0 328 13
64 1 1 41 14
65 0 1 1,4 0 11 70
66 0 0,9 0 9 11
67 0 0 0,3 1 24 16
68 1 1 25 0 40 33
69 0 0,1 0 10 13
70 0 0 11 0 172 89
71 0 0,3 0 52 17
72 0 0,9 0 10 15
73 0 0 1 0 37 86
74 0 0 18 0 50 25
75 0 11 0 11 13
76 1 20,1 0 17 12
77 0 1 19,4 0 151 152
78 0 1,4 0 76 13
79 1 1 22 0 350 38
80 0 1 0,7 0 14 12
81 0 1 19,6 0 369 152
82 1 10,4 0 35 17
83 1

84 0,6

85 0 0,8 0 29 86
86 1.3 0 31 10
87 27,02

88 0 1 32,05 0 196 18
89 0 1,2 0 12 10
90 0 1 1,51 0 13 13
91 0 1 2,3 0 21 119
92 1 1 15 0 52 18
93 0 1 8,9 0 225 87
94 1 1 22,2 0 183 15
95 0 0 0,7 0 47 20
96 0 0 0 0 11 17
97 1 1 32 0 466 114
98 1 1 27,7 1 212 89
99 1 3,6 0 111 54
100 0 0 0,7 0 85 26
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101 0 0 1,19 0 16 18

102 0 1,2 0 16 12

103 15,7 0

Pri pacientih, pri katerih podatek v okencu ni naveden, pomeni, da tega testa niso opravili.

H&R test, DIMA test in test v slini- okuzba s H. pylori je verjetno prisotna, ¢e imamo
vrednost 1.

Dihalni test s se¢nino- okuzba s H. pylori je prisotna, ¢e razlika med *C/"2C presega 4,0 %o.

Test dolocanja IgG in IgA protiteles proti H. pylori- rezultati > 20 kIU/L pomenijo prisotnost
protiteles H. pylori razreda IgG ali IgA.

4.1.1 Test H&R za dolocanje antigena v blatu

Podatke za H&R test dolocanja antigena H. pylori v blatu smo pridobili v 64 primerih.
Rezultate smo primerjali z rezultati dihalnega testa s se¢nino. Na podlagi tega smo izracunali

njegovo obcutljivost, specifi¢nost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter natan¢nost.

Rezultat testa H&R Stevilo

Resni¢no pozitiven (RP)

LaZno pozitiven (LP)
Resni¢no negativen (RN)

Lazno negativen (LN)

Skupaj

3%

mRP
mLP
H RN

HIN

Slika 11: Rezultati testa H&R
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Na podlagi teh rezultatov smo izracunali, da je obcutljivost H&R testa za dolo¢anje antigenov
H. pylori v blatu 91,3 %, njegova specifi¢nost pa 80,5 %. Pozitivna napovedna vrednost je

72,41 %, negativna napovedna vrednost 94,29 % in natan¢nost 84,38 %.

4.1.2 DIMA test za dolocanje H. pylori antigena v blatu

Podatke za DIMA test doloc¢anja H. pylori antigena v blatu smo pridobili v 41 primerih.
Rezultate smo primerjali z rezultati dihalnega testa s se¢nino. Na podlagi tega smo izracunali

njegovo obcutljivost, specificnost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter natan¢nost.

Rezultat testa DIMA Stevilo

Resni¢no pozitiven (RP) 13

Lazno pozitiven (LP) 1
Resni¢no negativen (RN)
Lazno negativen (LN)

Skupaj

2%

HRP
HLP
W RN
HLN

Slika 12: Rezulati testa DIMA

Na podlagi teh rezultatov smo izracunali, da je obcutljivost DIMA testa za dolo¢anje
antigenov H. pylori v blatu 92,86 %, njegova specifi¢nost pa 96,29 %. Pozitivna napovedna

vrednost je 92,86 %, negativna napovedna vrednost 96,29 % in natan¢nost 95,12 %.
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4.1.3 Dolocanje vrednosti IgG in IgA v serumu

Podatke za dolocanje protiteles IgG in IgA v serumu proti H. pylori smo pridobili v 89
primerih. Rezultate smo primerjali z rezultati dihalnega testa s se¢nino. Na podlagi tega smo
izraCunali njegovo obcutljivost, specifi¢nost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter

natanénost. Najprej smo pogledali vrednosti IgG protiteles proti H. pylori.

Rezultati testa v serumu (IgG) Stevilo

Resni¢no pozitiven (RP) 36
Lazno pozitiven (LP) 27
Resni¢no negativen (RN)

Lazno negativen (LN)

Skupaj

1%

HRP
mLP

RN
BN

Slika 13: Rezultati testa v serumu IgG

Na podlagi teh rezultatov smo izracunali, da je obcutljivost testa v serumu za dolocanje
protiteles IgG proti H. pylori 97,29 %, njegova specifi¢nost pa 49,06 %. Pozitivna napovedna

vrednost je 57,14 %, negativna napovedna vrednost 96,30 % in natan¢nost 68,89 %.
Nato smo pogledali e vrednost IgA protiteles proti H. pylori v serumu.

Rezultati testa v serumu (IgA)  Stevilo
Resni¢no pozitiven (RP) 25

Lazno pozitiven (LP)

Resni¢no negativen (RN) 31

Lazno negativen (LN)
Skupaj
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HRP
mLP
RN
BN

Slika 14: Rezultati testa v serumu IgA

Na podlagi teh rezultatov smo izracunali, da je obcutljivost testa v serumu za doloc¢anje
protiteles IgA proti H. pylori 67,57 %, njegova specifi¢nost pa 58,49 %. Pozitivna napovedna
vrednost je 53,19 %, negativna napovedna vrednost 72,09 % in natan¢nost 62,22 %.

4.1.4 Test dolocanja H. pylori v slini

Podatke za test dolocanja H. pylori v slini smo pridobili v 92 primerih. Rezultate smo
primerjali z rezultati dihalnega testa s se¢nino. Na podlagi tega smo izracunali njegovo

obcutljivost, specifi¢nost, pozitivno in negativno napovedno vrednost ter natan¢nost.

Rezultat testa v slini Stevilo

Resni¢no pozitiven (RP) 7

Lazno pozitiven (LP) 8

Resni¢no negativen (RN) 47
LazZno negativen (LN) 30
Skupaj 92

Na podlagi teh rezultatov smo izracunali, da je obcutljivost testa v slini za doloCanje protiteles
proti H. pylori 18,92 %, njegova specifi¢nost pa 85,45 %. Pozitivna napovedna vrednost je

46,67 %, negativna napovedna vrednost 61,04 % in natan¢nost 58,70 %.

mRP
mLP

HRN
HIN

Slika 15: Rezultati testa v slini
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4.2 Uspesnost ozdravitve in primerjava serologije in dihalnega testa s
secnino

Nato smo pogledali uspesnost terapije glede na rezultate dihalnega testa s se¢nino. 39
pacientov, ki so imeli pozitiven dihalni test s se¢nino, smo povabili na ponovno testiranje.
Takih, ki so prisli po eradikacijski terapiji na ponovni pregled, je bilo 19 bolnikov. 12 jih je
bilo na ponovnem testiranju negativnih, ostali so bili Se vedno pozitivni. Uspesnost

zdravljenja ne glede na predpisano shemo je znasala torej 63,16 %.

B OZDRAVLIENI
m NEOZDRAVLIENI

Slika 16 - Uspesnost ozdravitve po eradikacijski terapiji

Potem smo pogledali vrednosti posameznih neinvazivnih testov pri bolnikih, pred in po

eradikacijski terapiji.

Tabela I11. Rezultati neinvazivnih preiskav pacientov, narejenih na KIKKB, ki so neinvazivne
teste opravili veckrat.

Pacienti, ki H&Rtestv DIMAtestv Dihalnitest Testv slini Test Test
so prisli blatu blatu s se€nino doloéanja dolocanja

dvakrat ali (%o) IgG IgA
celo trikrat protiteles protiteles
na kontrolo (kIU/L) (KIU/L)
1. 1 1 71 0 52 20

0 0 1,28 0 40 13
2. 1 1 35,2 0 325 17

0 0 0,4 0 164 14
3 1 1 22,3 1 386 84

0 0 0,47 0 336 31
4, 1 1 7,98 0 173 28

0 0 0,6 0 175 18
5. 1 1 12,5 0 328 13

1 0 0,7 0 179 13
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6. 1 1 25 0 40 33
1 0 0,63 0 192 46
7. 1 1 22 0 350 38
1 0 0,4 0 159 15
8. 27,02
0 0 0,79 0 27 40
9. 0 1 32,05 0 196 18
0 1 32,0 0 196 18
10. 1 1 43,9 0 191 65
0 0 45,32 238 96
11. 1 1 60,1 0 437 40
1 1 50,4 0 468 82
12. 0 0 5,6 1 88 81
0 0 0,26 1 48 48
13. 0 1 12,5 0 281 88
0 0 0,6 1 168 56
14. 1 1 20 0 640 92
0 0 18,61 0 595 73
0 0 1,4 0 387 36
15. 1 1 25,1 1 473 54
1 1 37,2 0 516 58
0 0 0,3 0 349 41
16. 1 1 7,1 0 96 18
1 1 6 0 74 22
1 1 8,3 0 85 23
17. 0 0 8 0 156 36
0 0 8,04 0 156 36
18. 1 1 32 0 466 114
0 0 1,6 0 287 26
19. 1 1 27,7 1 212 89
1 0 1,1 0 148 21

- rezultati neinvazivnih testov pred eradikacijsko terapijo
- rezultati neinvazivnih testov po eradikacijski terapiji

Pri pacientih, pri katerih podatek v okencu ni naveden, pomeni, da tega testa niso opravili.

H&R test, DIMA test in test v slini- okuzba s H. pylori je verjetno prisotna, ¢e imamo
vrednost 1.

Dihalni test s se¢nino- okuzba s H. pylori je prisotna, ¢e razlika med *C/2C presega 4,0 %o.

Test dolocanja IgG in IgA protiteles proti H. pylori- rezultati > 20 kIU/L pomenijo prisotnost
protiteles H. pylori razreda IgG ali IgA.
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Dihalni test s se¢nino:

Dihalni test s se¢nino pred in po
eradikacijski terapiji
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Vrednosti IgA protiteles v serumu KIU/L
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Test v slini:

1,2

0,8

0,6 B HP-SLINA1
0,4 B HP-SLINA2

0,2

0 rr 1 rr1r1rrr1rr 1 171 r1 1T 17 TT1T°11

1 3 5 7 9 11 13 1517 19

Slika 17: Vrednosti posameznih

neinvazivnih testov pri bolnikih, pred in po eradikacijski terapiji.

Primerjali smo dihalni test s se¢nino in serologijo. Na prvem testiranju, so imeli vsi bolniki
pozitivna IgG protitelesa proti H. pylori, IgA protitelesa proti H. pylori pa so bila pod mejno
vrednostjo pri dveh pacientih. Na drugem testiranju je bilo Se 7 pacientov pozitivnih na
dihalni test s se¢nino in 12 negativnih. Od sedmih pozitivnih na UDT so bili vsi pozitivni na
seroloske teste, razen 1 pacient je imel IgA vrednost pod mejno vrednostjo. Od 12 negativnih
na UDT, so bili vsi pozitivni na IgG protitelesa proti H. pylori, pri IgA testu pa je bilo 6
negativnih. Bolniki so bili na prvem testiranju ve¢inoma pozitivni na test dolo¢anja antigenov
H. pylori v blatu, na ponovnem testiranju pa je bil ta deleZ obcutno manjsi. Pri testu H&R
smo imeli §tiri pozitivne bolnike od 18 (pri enem bolniku ni bilo podatka za prvo testiranje),

pri DIMA testu pa je bilo ve¢ pozitivnih.
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5. RAZPRAVA

H. pylori kolonizira ¢loveski Zelodec skozi otrostvo in prezivi v ¢loveskem Zelodcu skozi
celotno Zivljenje prenasalca. Pri vecini posameznikov je okuzba s H. pylori asimptomatska,
ki povzroc¢a kroni¢ni gastritis. Pri okoli 20-30 % okuzenih posameznikov se lahko razvijejo
pepticne razjede in pri manj kot 2 % zelod¢ni rak.(72) Gastrointestinalna endoskopija se na
Siroko izvaja za bolezni prebavil in za diagnoze okuzb s H. pylori. Dihalni test s se¢nino, testi
antigena v blatu in seroloski testi z visoko natan¢nostjo So neinvazivni testi, ki bi jih lahko

uporabljali za diagnozo H. pylori infekcije.(73)

Za eradikacijsko kontrolo, v najboljSem primeru po treh mesecih zdravljenja, dihalni test hitro
potrdi izkoreninjenje H. pylori (74), za razliko od tehnik dolocanja protiteles v serumu, Ki
potrebujejo dalj Casa za potrditev izkoreninjenja. Temu je tako, ker titri protiteles lahko
padejo Sele po Sestih mesecih od eradikacijske terapije. Torej testov dolo¢anja protiteles ni

moc¢ takoj uporabiti za oceno ucinkovitosti izkoreninjenja H. pylori kmalu po zdravljenju.(75)

Tabela 1V: Diagnosticne vrednosti razlicnih neinvazivnih testov za odkrivanje okuzbe s H.

pylori

DIMA test v blatu 92,86 96,29 92,86 96,29 95,12
H&R test v blatu 91,3 80,5 72,41 94,29 84,38
Test dolocanja IgG protiteles 97,29 49,06 57,14 96,30 68,89
proti H. pylori v serumu

Test dolocanja IgA protiteles 67,57 58,49 53,19 72,09 62,22
proti H. pylori v serumu

Test dolocanja antigena proti 18,92 85,45 46,67 61,04 58,70
H. pylori v slini

Testi za doloCanje antigenov v blatu se lahko izvedejo s konvencionalnimi imunskimi testi
(EIA) z uporabo poliklonalnih protiteles, ki imajo obc¢utljivost od 88,9 % do 98,3 % in
specifi¢nost od 77,8 % do 98,4 %, in s hitrimi imunokromatografskimi metodami na principu
kapilarnega vleka z uporabo monoklonalnih protiteles, ki predstavljajo 52,5-94,6 %
obcutljivost, 55,5-98,4 % specifi¢nost, 94,6 % pozitivno napovedno vrednost in 98,4 %

negativne napovedne vrednosti.(76, 77, 78, 79) Imunokromatografska metoda na principu
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kapilarnega vleka je uporabna za majhne laboratorije, ki nimajo opreme za izvajanja EIA, in
imajo opravka le z nekaj vzorci. Imunokromatografska metoda je hitrej$a od konvencionalne
EIA, pri kateri potrebujemo vec kot dve uri za izvedbo; poleg tega, je cut-off vrednost Se

vedno stvar debate.(80)

Testirali smo hitro imunokromatografsko metodo na principu kapilarnega vleka z dolo¢anjem
antigenov H. pylori v blatu, z uporabo dihalnega testa s se¢nino kot zlatega standarda.
Izracunali smo, da je ob¢utljivost H&R testa za dolocanje antigenov H. pylori v blatu 91,3 %,
njegova specifi¢nost pa 80,5 %, kar predstavlja dobro skladnost z dihalnim testom s se¢nino v
skladu s prej omenjenimi podatki. Ob¢utljivost nam skoraj zagotovo kaze na okuzbo s H.
pylori. Specifi¢nost je nekoliko slabsa, saj traja dlje ¢asa da se vzpostavi normalno stanje; to
je odsotnost H. pylori. Obcutljivost DIMA testa za dolo¢anje antigenov H. pylori v blatu pa je
znasala 92,86 %, njegova specifi¢nost pa 96,29 %, kar predstavlja Se boljso skladnost, vendar

moramo upostevati, da smo pri DIMA testu imeli manj podatkov bolnikov kot pri testu H&R.

Vzrok lazno negativnim rezultatom je lahko zaCasno inhibiranje rasti, ¢e se pacienti niso
izogibali uporabi zaviralcev protonske ¢rpalke najmanj deset dni pred preizkusom. Nizka
kolonizacija bakterije v zelodcu in posledi¢no nizka koncentracija H. pylori antigenov v blatu,
ni zadostna, da bi reagirala s testom, kar povzroca lazno negativne teste. Negativni testni
rezultati pridobljeni med ali takoj po eradikacijski terapiji, so torej lahko nezanesljivi.
Kokoidna oblika H. pylori lahko pojasni lazno pozitivne rezultate; to je morfolosko
manifestacijo odmrlih bakterijskih celic in ne pomeni moznosti ponovne okuZbe. Ceprav so
imeli pacienti naro¢eno, da zbirajo vzorce blata v sterilno vialo, pridobljeno iz laboratorija, ne
moremo izkljuciti moznosti zunanje kontaminacije. Druga moznost je tudi navzkrizna reakcija

med poliklonalnimi protitelesi iz ¢revesne flore s testom antigena bakterije.

Krausse et. al. (2008) so ocenili imunokromatografsko metodo na principu kapilarnega vieka

in ugotovili, da je inkubacijski ¢as pomemben dejavnik pri od¢itavanju rezultatov. (78)

Sklepamo, da se hitri test dolo¢anja antigenov v blatu, na principu kapilarnega vleka, lahko
uporablja kot alternativa dihalnemu testu s secnino, Se posebno v drzavah v razvoju, vendar se
rezultati vedno interpretirajo ob upostevanju celostne klini¢ne slike in ob rezultatih ostalih

laboratorijskih preiskav.

Seroloski (imunoloski) testi za odkrivanje protiteles proti bakteriji H. pylori so se ze takoj

pokazali za zelo ucinkovite, zanesljive in po ceni ugodne.(81) Prva poroéila pricajo o tem, da
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so uporabni predvsem za odkrivanje povezav med okuzbo in boleznimi, pri katerih bi lahko
bila soudeleZena bakterija H. pylori. Tako so npr. ugotovili, da je okuzba s H. pylori
pomembno povezana s Krvavitvijo iz pepti¢nega ulkusa in pojavom osrednje serozne
horioretinopatije, da je s H. pylori povzroceni gastritis zelo redek pri bolnikih s Crohnovo
boleznijo, znacilno vec¢ (od 69 % do 94 %) pa je okuZzb pri bolnikih, ki imajo zelod¢nega
raka.(82) Bolniki z rozaceo in dispepsijo imajo v 81 % navzoca specifi¢na protitelesa razreda
IgG proti bakteriji H. pylori in v 75 % proti antigenu CagA, bolniki brez dispepsije pa samo v
16 %.(83)

Za razliko od testov, ki se zanaSajo na bakterijsko aktivnost ureaze, se lahko preiskave
protiteles opravljajo pri bolnikih, ki jemljejo zaviralce protonske ¢rpalke ali antibiotike,

vendar niso neposredno uporabljene v neposrednem spremljanju eradikacijske terapije.

V literaturi se pojavlja vec Studij, ki podpirajo kliniéno uporabnost IgA serologije. V dveh
Studijah so imeli nekaj bolnikov s potrjeno okuzbo H. pylori in z samo IgA protitelesi.
Aromaa et al porocajo, da protitelesa IgA in nizke stopnje pepsinogena | povecajo tveganje za
zelodénega raka. Poleg tega se lahko IgA protitelesa pojavijo prej kot 1gG protitelesa pri
bolnikih, pri katerih pride do ponovne okuzbe. Kosunen et al so opisali podskupino H. pylori
okuzenih pacientov, ki so bili pozitivni na IgA, vendar negativni na IgG protitelesa proti H.

pylori, tako je bila ocena titra IgA protiteles edina metoda seroloske potrditve zdravljenja.(84)

Serumska protitelesa proti H. pylori, IgG in IgA , manj pogosto IgM razred protiteles,
odkrijemo v okuzenih posameznikih. IgM protitelesa je mogoce zaznati kmalu po pridobitvi
okuzbe, toda IgG in IgA titer protiteles kaze na kroni¢no infekcijo. SeroloSko diagnosticiranje
okuzb z bakterijo H. pylori se opravlja v glavnhem z dolo¢anjem protiteles IgG. Drugi
analiti¢ni parameter pri seroloskih preiskavah je dolo¢anje protiteles IgA proti bakteriji H.
pylori. Dolo¢anje protiteles IgA v kombinaciji z analizo protiteles IgG omogoca
diagnosticiranje akutne okuzbe z bakterijo H. pylori. Zaradi kroni¢nega poteka bolezni je
dolocanje protiteles IgM pri odraslih nepotrebno. Dolo¢anje protiteles 1gG proti bakteriji H.

pylori se uporablja za nadzor zdravljenja po eradikaciji bakterije.

Izracunali smo, da je obc¢utljivost testa v serumu za dolo¢anje protiteles IgG proti H. pylori
97,29 %, njegova specifi¢nost pa 49,06 %. Pozitivna napovedna vrednost je 57,14 %,
negativna napovedna vrednost 96,30 % in natanénost 68,89 %. Obcutljivost testa v serumu za

dolocanje protiteles IgA proti H. pylori pa znasa 67,57 % in specifi¢nost 58,49 %. Pozitivna
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napovedna vrednost je 53,19 %, negativna napovedna vrednost 72,09 % in natan¢nost 62,22
%. Na splosno bi lahko pricakovali, da ima IgA diagnostika nizje vrednosti obc¢utljivosti, kot
IgG diagnostika, ker ve¢ina posameznikov kaze pretezno IgG imunski odziv na H. pylori.
(84) To so nam nasi rezultati tudi potrdili, specifi¢nost pa je boljsa pri IgA testu. Razlog nizke
specificnosti pri obeh testih protiteles proti H. pylori je v po¢asnem povisanju oz. upadanju
protiteles. Ocenjena obcutljivost IgA je bila manjsa kot pri doloc¢anju protiteles IgG. Mozen
vzrok je ta, da je odziv protiteles IgA usmerjen predvsem proti proteinoma CagA in ureazi B
bakterije H. pylori. V nasprotju s tem protitelesa 1gG reagirajo z mnogimi drugimi
beljakovinami povzrocitelja. VVzroki so lahko razlike med odzivom protiteles IgA in 1gG ter
dejstvo, da je beljakovina ureaza B glavni vzrok nespecifi¢nega vezanja protiteles.(85) Kot
smo Ze prej omenili, so nekateri raziskovalci odkrili, da ima priblizno 2 % pacientov IgA
imunski odziv v odsotnosti IgG imunskega odziva. V nasi populaciji je bilo 6 (6,7 %) od 89
pacientov IgA pozitivnih in 1gG negativnih. Metoda dokazovanja IgA protiteles je torej manj
obcutljiva kot dolo€anje IgG protiteles. Zaradi pocasnega poviSanja oz. poCasnega upadanja

vrednosti protiteles metoda ni povsem primerna za spremljanje uspesnosti zdravljenja.

Pozitivne rezultate seroloskih preiskav je treba vedno tolmaciti skupaj z bolnikovo anamnezo
in klini¢no sliko, ker z njimi ne moremo vedno loc¢iti aktivne bolezni in seroloske prisotnosti
brez klini¢nih znakov. Negativni rezultat pomeni serolosko negativni status bolnika. To ne
izkljucuje aktivne okuZzbe s klini¢nimi bolezenskimi znaki, ker je bil serum morda odvzet
prezgodaj. Pri seroloskih preiskavah bakterije H. pylori se ne smemo osredotociti le na
dolocanje protiteles IgG, ker je lahko 2—7 % bolnikov z akutno okuzbo z bakterijo H. pylori
negativnih na protitelesa 1gG in pozitivnih na IgA.(84) Po drugi strani 15 %-35 % bolnikov z
akutno okuzbo z bakterijo H. pylori ne izdeluje specifi¢nih protiteles IgA, tako da lahko pri
seroloskih preiskavah dolo¢amo le druge razrede imunoglobulinov. Zato je treba seroloske

preiskave za bakterijo H. pylori opraviti hkrati za protitelesa IgG in 1gA.(86)

Serologija torej ni metoda za ugotavljanje uspesnosti zdravljenja okuzbe, razen ¢e istocasno
primerjamo nivoje protiteles iz vzorcev krvi pred in 6 mesecev po zdravljenju. V velikih
raziskavah so potrdili visoko obcutljivost (90 % do 100 %), toda razli¢no specifi¢nost (76 %
do 96 %). Natan¢nost serologije se giblje med 83 % in 98 %.(87) Vidimo, da se s temi podatki
sklada le obcutljivost dolo¢evanja IgG protiteles proti H. pylori v serumu v naS§em vzorcu

bolnikov.
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Eno prvih raziskav o vplivu ustne H. pylori na okuzbo zelodca je izvedla Miyabayashi et. al.
(2000).(88) Ta studija je potrdila povezavo med gastritisom, ki ga povzroca okuzba s H.
pylori, in ustno kolonizacijo bakterije. Poleg tega so ti avtorji skusali osvetliti odpornost ustne
H. pylori proti tipic¢ni trojni anti-H. pylori terapiji, ki se uporabljajo za eradikacijo bakterije iz
zelodca. Ugotovili so, da so bolniki z ustno H. pylori imeli precej vecje tveganje za ponovno
okuzbo zelodca po uspesnem zdravljenju. Tako je ta raziskava poudarila jasno povezavo med
prisotnostjo H. pylori v ustni votlini in vnetjem Zelod¢ne sluznice.(89) Prva oseba ki je
izolirala H. pylori iz zobnih oblog, kmalu po tem, ko sta jih odkrila R. Warren in B. Marshall,
je bil Krajden leta 1989.(90)

Nekatere studije kazejo, da je ustna votlina prehodna ali trajna lokacija za H. pylori zlasti pri
bolnikih s kroni¢nim vnetjem dlesni ali parodontalno boleznijo.(91) Poleg tega se lahko
odkritje H. pylori v ustih pojavi neodvisno od kolonizacije Zelodca, kar bi lahko pomenilo, da
¢loveska ustna votlina predstavlja pomemben izven gastri¢ni rezervoar za H. pylori. Prav
zanimivo je raziskovanje tudi drugih ekoloskih ni$ za H. pylori od ustne votline do Zelodca,
kot je poziralnik.(92)

Po drugi strani, je Oshowo et. al. (93) v svoji studiji pokazal, da ¢eprav je ponovna okuzba v
zelodcu z bakterijami iz ustne votline mozna, se to pojavlja precej redko in ima majhen vpliv

na ponovno okuzbo zelodca.

Zdi se torej zelo verjetno, da v primeru okuzbe Zelodca s H. pylori ustna votlina sluzi kot
vrata za prenos H. pylori do GIT (prenos iz osebe na 0sebo). Vendar pa ni jasno, kaksna je
vloga te bakterije v ustni votlini pri postopku prenosa. Ni razjasnjeno, ali je bakterija le
prehodno shranjena v ustih, ko gre v Zelodec, ali pa je ustna votlina pravi bakterijski
rezervoar, kjer se lahko H. pylori pomnozuje, dosega dovolj visoko $tevilo za vstop v Zelodec

in njegovo okuzbo.

Izracunali smo, da je obcutljivost testa za selektivno identifikacijo H. pylori ureaze v slini
18,92 %, njegova specifi¢nost pa 85,45 %. Pozitivna napovedna vrednost je 46,67 %,
negativna napovedna vrednost 61,04 % in natan¢nost 58,70 %. Kljub temu da je ta test

neinvaziven, njegova natan¢nost ni sprejemljiva v prisotnosti boljsih alternativ.

Potem smo pogledali tudi rezultate 19 bolnikov od 39, ki so bili pozitivni na dihalni test s

se¢nino na prvi kontroli in ki so prisli na ponovno kontrolo. Glede na zmanjSevanje uspesnosti
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eradikacije v zadnjih letih smo pri¢akovali, da bo uspesnost eradikacije na spodnji meji, torej

okoli 60 %, kar je tudi skladno z nasimi rezultati, kjer znaSa uspesnost 63,2 %.

Posebej smo dolocali vrednosti protiteles razreda IgG in IgA. Pozitivne so bile vrednosti, visje
od 20 enot/ml. DeleZ pozitivnih rezultatov in absolutna viSina ravni protiteles IgG je bila vi§ja
od protiteles IgA, kar je bilo pricakovano, saj so IgA protitelesa sekrecijska in prisotna
predvsem lokalno na sluznici. Kot smo predvidevali, so vrednosti seroloskih markerjev padle,
vendar bile $e vedno pozitivne, saj se koli¢ina protiteles skoraj zagotovo znacilno zmanjsa
Sele po Sestih mesecih. Upostevati moramo tudi to moznost, da so nasi pacienti lahko Ze v
preteklosti bili na eradikacijski terapiji proti H. pylori in je vi§ja vrednost protiteles v serumu
samo odraz poCasnega padanja titra protiteles, medtem ko bakterija z dihalnim testom s

secnino ni ve¢ zaznana.

Ko smo pregledali rezultate drugega testiranja pri vzorcih blata, ki so bili prvi¢ pozitivni, smo
ugotovili, da je vzorec drugié¢ ni bil vedno negativen. Sklepamo lahko, da v obdobju od
prvega testiranja do drugega antigen ni izginil iz prebavil preiskovanca. Podobno je tudi glede
koli¢ine protiteles. Pri drugem testiranju koli¢ina protiteles ni bila vedno manjsa. Tudi ta
rezultat kaze na to, da v obdobju od prvega do drugega testiranja po vsej verjetnosti bakterija
ni izginila iz prebavil preiskovanca. 1z ugotovljenega torej ne moremo zakljuciti, da
imunoloski testi izpolnjujejo svojo nalogo in povedo, da je bilo zdravljenje preiskovanca
ucinkovito. Vsak antigen torej sprozi v okuzenem organizmu imunski odziv, ki se kaze s
tvorbo specifi¢nih protiteles. Z izginitvijo antigena iz organizma se imunski odziv za dolo¢eni
antigen zmanjSa oziroma izgine. Zato se koli¢ina specifi¢nih protiteles zmanjSuje tako, da
lahko v razpolovnem casu, ki je znacilen za posamezni imunoglobulinski razred, pri¢akujemo
priblizno polovico manj protiteles kot ob kulminaciji odziva.(94) Zaradi razli¢nih vplivov se
lahko koli¢ina protiteles zmanjSuje pocasneje. Zato je verjetno boljse, da meritev upada
koli¢ine specifi¢nih protiteles opravimo najprej mesec dni po klini¢ni ugotovitvi, da okuzbe ni
ve€.(95) Razpolovni ¢as za protitelesa razreda IgG je namre¢ 21 dni. Preiskavo pa je smotrno
ponoviti Se ¢ez 6 mesecev, ko se koli¢ina protiteles skoraj zagotovo znacilno zmanjsa. Pri
tretji kontroli, na katero bodo prisli nasi pacienti, lahko Ze pricakujemo znaten upad
koncentracij IgA in IgG protiteles proti H. pylori, Kar je bilo zaznati pri dveh nasih pacientih,
ki sta pri$la ze na tretjo kontrolo. Pri ugotavljanju antigena v blatu je negativen izvid drugega
odvzema po zaklju¢enem zdravljenju skoraj zanesljivo znak uni¢enja bakterije. V primerih,

ko je bakterija na zdravljenje odporna ali ob mozni ponovni okuzbi, to seveda ne velja. Zato
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je pozitiven izid testa ve¢ mesecev po prvi ugotovitvi antigena bakterije H. pylori v blatu znak

neuspesnega zdravljenja.

Ob pravilnem obravnavanju bolnika, ki mora po zdravljenju na kontrolni pregled, lahko
pri¢akujemo, da bosta zmanjSanje koli¢ine specifi¢nih protiteles razreda IgG in odsotnost
antigena potrdila odstranitev bakterije iz prebavil. Po analogiji pa seveda navzo¢nost
protiteles v nespremenjeni koli¢ini ali celo povecanje in navzo¢nost antigena kazeta na
neuspesnost zdravljenja. Seveda pa ni vse tako preprosto. Takrat, ko zdravljenje ni uspesno, je
na mestu natanc¢nejse preucevanje konkretnega bakterijskega seva. Bakterija ima na voljo celo

vrsto dejavnikov, ki ji omogocajo prezivetje in povzro€anje tezav pri doloc¢enem bolniku.

Dolocanje specifi¢nih protiteles proti bakteriji H. pylori v Krvi in antigena v blatu je torej
koristno. Prednosti imunoloskega testiranja pred drugimi uveljavljenimi testi za odkrivanje
okuzbe z bakterijo H. pylori in uspesnosti eradikacije so, da so imunoloski testi preprosti,
nenevarni in poceni, rezultati pa zanesljivi in uporabni. Nevarnost pri imunoloskih testih pa
je, da jih uporabljamo nenacrtno, narobe in brez potrebnega preverjanja. Iz tega verjetno
izvira napacno tolmacenje izvidov, iz napacnega tolmacenja pa napacno sklepanje, da
imunoloski testi za odkrivanje specifi¢nih protiteles in antigena H. pylori niso specifi¢ni,

obcutljivi, relevantni in zanesljivi.

Zaradi dolo¢enih pomanjkljivosti seroloskih testov bi se v ve¢ji meri priporocala dva testa, in
sicer dihalni test s secnino in dolo¢anje protiteles v blatu. Oba testa sta pokazala dovolj visoko
obcutljivost in specifi¢nost, da sta primerna za ugotavljanje prisotnosti okuzbe. V drzavah
Evropske unije se po priporocilih »Maastrichta 2« uporabljata oba testa, tako dihalni test s
se¢nino kot test antigena v blatu. DoloCanje protiteles v serumu se torej lahko uporabi za
nadzor zdravljenja po eradikaciji. Za dolocanje bistvenih sprememb koncentracije mora med
eradikacijo in serolosko kontrolo pretec¢i vsaj 6 mesecev.(86) Zlasti pri protitelesih IgG je
treba upostevati, da so lahko prisotna ve¢ mesecev ali celo let. Zato ima seroloski nadzor

omejeno uporabnost. Za dodaten nadzor se priporoca neinvazivni dihalni preizkus *C.
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6. SKLEP

Cilj nase raziskave je bil, ugotoviti diagnosticno uporabnost testov dolo¢anja antigenov v

blatu in slini ter testa dolocanja protiteles IgG in IgA proti H. pylori v serumu. S tem

namenom smo zbrali podatke o 103 pacientih v starosti od 11 do 86 let in jim naredili

omenjene neinvazivne teste, ter dihalni test s secnino, katerega smo uporabili kot zlati

standard. Izracunali smo njihovo specifi¢nost, obcutljivost, pozitivno in negativno napovedno

vrednost ter natan¢nost. Preverili smo uspesnost zdravljenja okuzbe pri 19 bolnikih, ki so

prisli na ponovno kontrolo po predpisani eradikacijski terapiji, ter primerjali vrednosti

seroloskih markerjev in dihalnega testa s se¢nino.

Ugotovili smo:

Obcutljivost H&R testa za dolocanje antigenov H. pylori v blatu je 91,3 %, njegova
specifi¢nost pa 80,5 %. Pozitivna napovedna vrednost je 72,41 %, negativna
napovedna vrednost 94,29 % in natan¢nost 84,38 %, kar predstavlja dobro skladnost z
dihalnim testom s se¢nino. DIMA test za dolocanja antigenov H. pylori v blatu je
pokazal Se boljso diagnosti¢no uporabnost. Njegova obcutljivost je 92,86 %, njegova
specifi¢nost pa 96,29 %. Pozitivha napovedna vrednost je 92,86 %, negativna
napovedna vrednost 96,29 % in natan¢nost 95,12 %. Testa dolo¢anja antigenov H.
pylori v blatu se lahko uporabljata kot alternativa dihalnemu testu s se¢nino, Se
posebno v drzavah v razvoju, vendar se rezultati vedno interpretirajo ob upostevanju
celostne klini¢ne slike in ob rezultatih ostalih laboratorijskih preiskav.

Obcutljivost testa v serumu za dolocanje protiteles IgG proti H. pylori je 97,29 %,
njegova specifi¢nost pa 49,06 %. Pozitivha napovedna vrednost je 57,14 %, negativna
napovedna vrednost 96,30 % in natan¢nost 68,89 %. Obcutljivost testa v serumu za
dolocanje protiteles IgA proti H. pylori pa znasa 67,57 % in specifi¢nost 58,49 %.
Pozitivna napovedna vrednost je 53,19 %, negativna napovedna vrednost 72,09 % in
natanénost 62,22 %. Razlog nizke specifi¢nosti pri obeh testih protiteles proti H.
pylori je v poasnem poviSanju oz. upadanju protiteles.

Obcutljivost testa za selektivno identifikacijo H. pylori ureaze v slini je 18,92 %,
njegova specifi¢nost 85,45 %. Pozitivna napovedna vrednost je 46,67 %, negativna
napovedna vrednost 61,04 % in natan¢nost 58,70 %. Test dokazovanja H. pylori v
slini ni zadosten pokazatelj okuzbe s H. pylori.

Uspesnost zdravljenja okuzbe s H. pylori v prou¢evani populaciji,ne glede na

predpisano shemo zdravljenja, znasa 63,16 %.
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Delez pozitivnih rezultatov in absolutna viSina ravni protiteles IgG je bila vi§ja od
protiteles IgA, kar je bilo pricakovano, saj so IgA protitelesa sekrecijska in prisotna
predvsem lokalno na sluznici. Kot smo predvidevali, so vrednosti seroloskih
markerjev padle, vendar so bile Se vedno pozitivne, saj se koli¢ina protiteles skoraj

zagotovo znacilno zmanjsa Sele po Sestih mesecih.
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