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1. UVOD

1.1 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je mikroaerofilni, gram negativni patogen koji nastanjuje sluznicu
zeludca u Covjeka. Oblika je zavijenog Stapica koji se pokrece pomocu flagela (Slika 1.)

Postoje i druge vrste roda Helicobacter koje se mogu pronaci u probavnom sustavu
covjeka, ali znatno su rjede (Helicobacter cinaedi, Helicobacter fenneliae). Infekcije s
bakterijom Helicobacter pylori povezuju se s razvojem mnogih bolesti kao $to su gastritis,
karcinom zeludca, pepti¢ni vrijed i mnoge druge. Kao takva, sposobna je raditi Stetu i kod
djece i kod odraslih, iako su novija istrazivanja pokazala kako ona svoj razvitak najvise
postize u djetinjstvu, a samim ulaskom u organizam osposobljena je da traje dozivotno (1).

Bakteriju su 1984. godine otkrili znanstvenici Marshall 1 Warren kada su uocili infiltriranje
polimorfonuklearnih leukocita kao reakciju organizma na zavijenu bakteriju te su za to
otkri¢e 2005. godine osvojili Nobelovu nagradu (Slika 2.) (2). Promjenom morfoloskih,
strukturnih i genetic¢kih karakteristika njen se naziv oblikovao iz Campylobacter pyloridis
u Campylobacter pylori, da bi na kraju dobila naziv koji nosi danas — Helicobacter pylori

3).

Slika 1.Bakterija Helicobacter pylori bojana po Gramu

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Gram-staining-of-Helicobacter-pylori-with-
microscopic-observation_fig2_ 318021754



Slika 2. Prikaz znanstvenika Marshalla i Warrena

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/A-picture-showing-Warren-and-Marshall-
taken-in-July-1984-taken-from-reference-8-with_figl_6702133



1.2 Morfologija bakterije Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je znacajna po svojoj pokretljivosti pomocu polarnih flagela (Slika 3.).
Upravo joj one omogucuju kretanje u viskoznoj Zeluc¢anoj sluznici. Osim pokretljivosti,
karakteristika bitna za opstanak same bakterije je proizvodnja razli¢itih enzima kao Sto su
ureaza, katalaza i oksidaza. Pomoc¢u ureaze bakterija osigurava svoj opstanak u niskom pH
Zeludca jer ga neutralizira.

Helicobacter pylori izgledom podsjeca na slovo S. Ona je mikroaerofilna §to znaci da je za
njen rast potreban odredeni postotak kisika (5 - 6 %), ugljikovog dioksida (7 — 12 %),
dusika (85 %) i vlaznost. Podloge koje sluze za primarnu izolaciju bakterije su Skirrow
podloga sa polimiksinom B, trimetoprimom i vankomicinom, ¢okoladni agar kao i ostale
podloge uz dodatak antibiotika od kojih su neki vankomicin, amfotericin i dr. Bakterija
Helicobacter pylori raste u obliku prozirnih kolonija promjera od 1 — 2 mm (4).

Slika 3. Oblik Helicobacter pylori

Izvor: https://www.helpyred.hr/helicobacter_pylori.php



1.3 Epidemiologija infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori

Infekcija uzrokovana bakterijom Helicobacter pylori se sve ¢eS¢e spominje kao jedan od
glavnih zdravstvenih problema u svijetu. Prevalencija bakterije ovisi 0 raznim
¢imbenicima kao $to su geografsko podrucje, dob, rasa i socioekonomski status. Najnoviji
podaci istrazivanja pokazuju kako je 4.4 milijarde svjetske populacije zarazeno bakterijom
Helicobacter pylori. Ta brojka je razliita po geografskim podruc¢jima. Najveéu stopu
prevalencije zauzima Afrika sa ¢ak 79,1 %. Slijedi ju Latinska Amerika sa 63,4 % i Azija
sa 54,7 %. S druge strane najnizu stopu prevalencije imaju Sjeverna Amerika sa 37,1 % i
Oceanija sa 24,4 % (Slika 4.).

Na prijelazu u 21. stoljee dogodio se pad prevalencije u visoko industrijaliziranim
zemljama, dok je plato dostignut u zemljama koje su i dalje u razvoju. Znacajan utjecaj na
razlike u prevalenciji zauzima razina urbanizacije, sanitacija, dostupnost pitke vode i
razli¢it socioekonomski status (5). S obzirom na dob, vidljive su razlike u infekciji
bakterijom Helicobater pylori kod djece i kod odraslih. Smatra se da su neki od ¢imbenika
okolisa, kao sto je puSenje, ukljuéeni u manjem stupnju u razvoj bolesti kod djece, nego
kod odraslih.

Cimbenici koji najvise utje¢u na stopu prevalencije kod djece su nizak socioekonomski
status, loSa higijena, dob i spol. Uzimajuéi u obzir navedene ¢imbenike, potvrdeno je da
djeca ve¢ u ranom djetinjstvu stjecu infekciju podjednako u industrijaliziranim 1 u
neindustrijaliziranim zemljama (6).

U Hrvatskoj je prevalencija 68 % s naglaskom na sjevernija, kontinentalna podrucja gdje je
stopa raka Zeludca veca nego u priobalnom podrucju (7). Toéni na¢ini prijenosa bakterije
su i dalje ostali nepotvrdeni. Prijenos bakterije mogu¢ je izravno s jedne osobe na drugu ili
neizravno sa inficirane osobe u okoli§. NajceS¢i putovi prijenosa su konzumacijom
kontaminirane hrane i vode, poljupcem i fekalno — oralnim putem (8).

Slika 4. Prevalencija bakterije Helicobacter pylori na globalnoj razini

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Worldwide-prevalence-of-Helicobacter-pylori-
infection-The-map-shows-the-prevalence-of-H_figl 313254979



1.4 Patogeneza infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori

Helicobacter pylori u svojoj strukturi sadrzi flagele, pokretne organe koji su sastavljeni od
viSe vrsta proteinskih podjedinica. Svaka se flagela sastoji od tri komponente: bazalno
tijelo, kukica i filament. Flagele igraju klju¢nu ulogu jer se upravo uz pomo¢ njih bakterija

pokrec¢e €ime joj je omogucena kolonizacija Zelu€ane sluznice i1 olakSan pocetak infekcije
(Slika 5.).

Helicobacter pylori sintetizira mnogobrojne enzime kao $to su ureaza, katalaza i oksidaza.
Ureaza je specifian enzim jer sluzi pretvorbi uree u amonijak Sto dovodi do neutralizacije
zelucane kiseline i promicanja sinteze bakterijskih proteina. Gen urel kodira protonski
kanal uree koji omogucuje unos uree i lucenje ureaze kao odgovor na smanjenje pH
zeludca. Kod infekcije bakterijom Helicobacter pylori dolazi do intenzivnog oslobadanja
stanica fagocita koji bi trebali fagocitirati samu bakteriju i ubiti ju. Jedan od enzima,
katalaza, omogucuje bakteriji prezivljavanje takvog oksidativnog stresa, a zauzvrat
oStecuje epitelnu sluznicu Zeludca (9).

Struktura Helicobacter pylori

Spiralni oblik )

Flagele

Slika 5. Struktura bakterije Helicobacter pylori

Izvor: https://www.dreamstime.com/stock-illustration-structure-helicobacter-pylori-
infographics-vector-illustration-isolated-background-image74057637



1.5 Dijagnostika infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori

Infekciju uzrokovanu bakterijom Helicobacter pylori moguce je otkriti koriste¢i se
invazivnim metodama u koje ubrajamo endoskopiju, histoloski pregled, brzi ureaza test i
izolaciju. Ove se metode najcesce koriste kod pacijenata kod kojih je stanje alarmantno te
je potrebna brza dijagnostika i djelovanje kako bi se sprije¢ilo daljnje napredovanje
infekcije. Takvi pacijenti imaju teze simptome kao $to je gubitak tezine, disfagija, anemija
I razna krvarenja u organizmu. Prema novim smjernicama za dijagnostiku infekcija
uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori, ovakva se strategija naziva ,,endoskopiraj pa
tretiraj®.

Za razliku od teZih slucajeva bolesti, lakSi slucajevi se tretiraju metodom ,testiraj pa
tretiraj 1 dijagnosticiraju se uporabom neinvazivnih metoda koji ukljucuju urea izdisajni
test, test antigena bakterije Helicobacter pylori u stolici i serologiju.

Takoder, postoji drugi naziv za invazivne i neinvazivne testove, ovisno o funkciji. Neki se
neinvazivni testovi nazivaju i aktivnim testovima jer otkrivaju aktivnu infekciju bakterijom
(urea izdisajni test i test antigena u stolici), dok su seroloski testovi markeri izloZenosti
bakteriji, no ne pokazuju je li aktivna infekcija u tijeku. Odabir metode diktiraju razne
znacajke, kao $to su opremljenost laboratorija, dostupnost pojedinih testova te klinicko
stanje pacijenta (10).



1.6 Klini¢ka slika infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori

Infekcija bakterijom H. pylori dovodi do razvitka razli¢itih bolesti gornjeg
gastrointestinalnog trakta sa rizikom razvijanja bolesti hepatobilijarnog trakta (11). Nakon
kolonizacije Zelu¢ane sluznice Helicobacter pylori vodi do upalnog stanja koje se ocituje
kod zaraZenih ljudi, medutim vecina ne razvija nikakve simptome. Kod osoba koje imaju
simptome zaraza se ocCituje kroz nadutost, mucnine, gubitak apetita, povracanje i osjecaj
zarenja u zeludcu (12). Kod vecine oboljelih Helicobacter pylori nestane kroz neko
vrijeme, no ukoliko se ne lije¢i ona se moZe zadrZati dozivotno u organizmu. Kod takvih
stanja moze do¢i do razvitka gastritisa, tumora, ulkusa, ili ¢ak limfoma Zeludca (13).
Vecina se ljudi zarazi tijekom ranog djetinjstva. Kao takva smatra se znacajnim
¢imbenikom za razvoj karcinoma Zeludca u odraslih. Poznato je da je infekcija
Helicobacter pylori povezana sa nekoliko ekstragastriti¢nih bolesti kod djece, ukljucujuci
smanjenje rasta, anemiju zbog nedostatka zeljeza te idiopatsku trombocitopenijsku purpuru
(14).

Najces¢i oblik infekcije kod odraslih se manifestira u obliku kroni¢nog gastritisa,
dugotrajne upale zelucane sluznice i trenutno je prisutan kod vise od polovice populacije
svijeta (Slika 6.) S vremenom gastritis rezultira destrukcijom Zelu¢ane mukoze i njenom
disfunkcijom i vodi prema smanjenju izlu¢ivanja zeluc¢ane kiseline §to se ubraja u najvece
rizine uvjete za nastanak raka Zeludca. Takoder, takvo stanje organizma bez proizvodnje
zeluCane kiseline zajedno sa atroficnim gastritisom se povezuje sa neuspjeSnom
apsorpcijom vitamina kao §to je vitamin B12 i mikronutrijenata (zeljezo, kalcij, magnezij,
cink) (15).

\‘\-.
Esophagus \

Stomach

intestine

Duodenal
ulcer

Slika 6. Prikaz infekcije kod gastritisa i duodenalnog ulkusa

Izvor: https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/h-pylori/symptoms-causes/syc-
20356171



1.7 Lijecenje infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori

Terapijski slijed u lijeenju infekcija bakterije Helicobacter pylori treba biti jeftin,
jednostavan i dobro podnosljiv za pacijente. Helicobacter pylori ima veliku osjetljivost na
niz antibiotika in vitro, dok je in vivo osjetljivost mnogo manja, stoga eradikciju bakterije
nije moguce posti¢i monoterapijom.

Terapija koja se preporucuje prema Europskim standardima temelji se na koriStenju 2
antibiotika i inhibitora protonske pumpe (IPP) i nosi naziv trojna terapija. Inhibitori
protonske pumpe su klju¢ni u eradikciji jer se njthovom primjenom smanjuje izlu¢ivanje
zeluane kiseline i samim time se poveca pH zeludca. Povecanjem pH zeludca se
osigurava eradikcija jer kada se Helicobacter pylori nade u kiselijem okoli$u ona prelazi u
kokoidni oblik ¢ime joj je osigurana rezistencija na antibiotike. NajceS¢i inhibitor
protonske pumpe koji se koristi je omeprazol, a drugi antibiotici koji su djelotvorni su
amoksicilin i Klaritromicin. Lijecenje se provodi 7-10 dana. Uc¢inkovitost ovakve terapije je
visoka, dok jedini neuspjeh nije reinfekcija, ve¢ rezistencija same bakterije.

Osim trojne terapije, koristi se 1 Cetverostruka konkomitantna terapija sa istodobnom
kombinacijom IPP-a, amoksicilina, klaritromicina i metronidazola. Sli¢na terapija moze
biti bazirana na bizmutu te se sastoji od tetraciklina, soli bizmuta i metronidazola u istoj
tableti uz IPP (16).

Prema smjernicama Europskog drustva za proucavanje helikobaktera postoje drzave sa
rezistencijom na Kklaritromicin ve¢om od 15 % i one spadaju u drzave sa visokom
rezistencijom te postoje drzave sa rezistencijom manjom od 15 % koje spadaju u drzave sa
niskom rezistencijom na bakteriju Helicobacter. Kod drzava sa niskom rezistencijom
preporuceno je koriStenje trojne terapije. Ukoliko neuspjesna, prelazi se na drugu opciju, a
to je Cetverostruka terapija temeljena na bizmutu. U drZzavama sa visokom rezistencijom se
kao prva linija koristi Cetverostruka konkomitantna terapija kod zemalja sa dualnom
rezistencijom na metronidazol i klaritromicin (17).



2. CILJ RADA

Ciljevi ovog rada su:
- Opisati teoretske znacajke bakterije Helicobacter pylori, ukljucujuc¢i morfologiju,

patogenezu, epidemiologiju, klini¢ku sliku i metode lije¢enja kod zarazenih osoba

- Prikazati metode uzorkovanja za dijagnostiku bakterije Helicobacter pylori

- Prikazati cjelokupnu dijagnostiku bakterije Helicobacter pylori



3. MATERIJALI | METODE

Postavljanje to¢ne dijagnoze u lijeCenju bakterije Helicobacter pylori klju¢no je kako bi se
izlijecile mnoge gastroduodenalne bolesti.

Za detekciju Helicobacter pylori postoji nekoliko testova koji se koriste u dijagnostici, a
svaki od njih ima svoj stupanj korisnosti, ali 1 ograni¢enja prilikom uporabe u klinickom
lijeCenju. Za dijagnostiku bakterije nuzni su dijagnosticki testovi visoke osjetljivosti i
specifi¢nosti, u ovom slucaju veée od 90%.

Izbor metoda ovisi o razli¢itoj dostupnosti testova i pristupu, vrsti laboratorija i 0 samom
klini¢kom stanju pacijenta.

Testovi se dijele na invazivne i neinvazivne testove, no nijedan od njih se ne moze smatrati
zlatnim standardom u klinickoj upotrebi. S vremenom je doslo do razvitka nekoliko
tehnika C¢iji su rezultati pouzdani u dijagnostici (18).
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3.1 INVAZIVNE METODE

Osnova invazivnih metoda je pregled endoskopom (Slika 7.). Pregled se uobicajeno radi
kod bolesti povezanih s Helicobacter pylori, kao $to su pepticki ulkus, atrofi¢ni gastritis,
MALT limfom i rak zeludca.

Standardna dijagnostika ukljucuje testiranje uzoraka biopsije (uzimaju se dvije vrste
uzoraka: jedan iz korpusa, a drugi iz antruma Zeludca): za brzi test ureaze, za histoloski test
i za mikrobiolosku pretragu, koja se radi po potrebi. Za cjelokupnu je analizu nuzan
pregled pet uzoraka histoloskom analizom s razli¢itih lokacija koje uklju¢uju dva uzorka iz
Korpusa, dva iz antruma i jedan u angularnom podru¢ju. U spomenutim se podrué¢jima
uzima biopsija jer se upravo u tim podru¢jima dogadaju promjene koje uzrokuje
Helicobacter pylori. Kod antruma bakterija uzrokuje poviSenu zeluanu sekreciju, a
ukoliko se uspjela prosiriti na korpus, aciditet moze biti normalan ili sniZen.

Jedna od stvari koje utjeCu na nalaz je terapija inhibitorima protonske pumpe jer su kod
uzimanja terapije velike moguénosti lazno negativnog nalaza ukoliko se uzima samo
biopsija antralne sluznice radi usmjerenja bakterije prema fundusu zeludca (19).
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Slika 7. Endoskopija gornjeg dijela gastrointestinalnog trakta

Izvor: https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/gastroscopy
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3.1.1 Histoloska analiza

Histoloska se metoda smatra zlatnim standardom u detekciji infekcija uzrokovanih
bakterijom Helicobacter pylori. U dijagnostici se koristi kao prva metoda u otkrivanju.
lako pruza iznimnu osjetljivost, postoji nekoliko ¢imbenika koji ometaju dijagnosticku
to¢nost same metode, a ukljuCuju mjesto, veli¢inu i broj biopsija, metode bojenja,
koriStenje terapije i iskustvo patologa koji analizira preparate. Uzimanje terapije, u ovom
slu¢aju inhibitora protonske pumpe, moze dovesti do neodgovarajucih rezultata te se
preporucuje zaustavljanje terapije 2 tjedna prije izvodenja histoloske analize. Takoder je
pozeljno kod uzorkovanja uzeti vise biopsijskih uzoraka kako bi se smanjila pogreska u
uzorkovanju i lazno negativni rezultati, ne samo u histoloskom testu ve¢ i u ostalim
testovima koji kao podlogu uzorkovanja koriste biopsiju. Strategija koja osigurava
maksimalan dijagnosti¢ki doprinos je uzorkovanje iz antruma 1 iz korpusa Zeludca, dakle
minimalno 2 uzorka za bolji i to¢niji rezultat.

Bojanje preparata je krucijalan dio svake histoloske analize. Kod dijagnostike bakterije
Helicobacter pylori moguce je koristiti nekoliko bojanja, a to su rutinsko HE bojanje,
Giemsa, Warthine-Starry, Hp srebreno bojanje, toluidin plavo, McMullen,
imunohistokemijsko bojanje i ostale. Imunohistokemijsko bojanje sadrzava najveéu
specifi¢nost 1 osjetljivost, medutim kod detekcije bakterije Helicobacter pylori u rutinskoj
klinickoj praksi koristi se bojanje po Giemsi kao izrazito jednostavna, osjetljiva i jeftinija
metoda (Slika 8.).

Slika 8. Bojanje po Giemsi, pozitivan rezultat na Helicobacter pylori

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/The-positive-results-of-Helicobacter-pylori-
infection-by-Giemsa-stain-Black-circles_figl 342221251
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Uz histolosku analizu, za detekciju se moze koristiti i PNA - FISH (fluorescencijska
hibridizacija in situ sa PNA sondom). Osim §to je vrlo osjetljiva (97 %) i specifi¢na (100
%) tehnika, ona olakSava identifikaciju jer se njome moze otkriti kokoidni oblik
Helicobacter pylori koji se uobicajeno ne moze identificirati samim histoloskim rutinskim
pregledom (Slika 9.).

Osim oblika, PNA — FISH tehnikom se moze detektirati rezistencija na klaritromicin iz
uzoraka zelucane biopsije. Unato¢ specifi¢nostima, PNA — FISH metoda ima i nedostatke.
Osim S$to zahtjeva naporan proces pripreme materijala i uzoraka, zahtjeva i uporabu
fluorescentnog mikroskopa te posebno obucene osobe u ¢itanju samih rezultata (20).

Slika 9. Histoloski preparat biopsije zeludca pacijenta inficiranog bakterijom Helicobacter
pylori (A) i histoloski preparat biopsije Zeludca zdravog pacijenta (B)

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/FISH-detection-of-Hpylori-in-paraffin-
embedded-sections-of-gastric-biopsies-using_fig2 258924703

13



3.1.2 Brzi ureaza test

Brzi ureaza test je test provjere prisutnosti bakterije Helicobacter pylori u uzorku uzetom
biopsijom antruma zeludca. Uzorak se doda u tubicu ili gel kako bi se stvorio kontakt
samog uzorka i uree. Bakterija Helicobacter pylori poznata je po tome §to otpusta enzim
ureazu koji hidrolizira ureu i oslobada ugljikov (IV) oksid i amonijak. Oslobadanjem
amonijaka povecava se pH te samim time dolazi do promjene boje u mediju za ispitivanje
(Slika 10.).

Brzi ureaza test se moze izvesti u teku¢em ili u ¢vrstom nosivom mediju. Ovisno o mediju
postoje razliCite vrste testa za izvodenje , a to su testovi bazirani na gelu kao §to su CLO
test, testovi na papirnatoj podlozi kao $to su PyloriTeK i ProntoDry te testovi u tekucini
kao §to je UFT300. Svi spomenuti testovi su trenutno dostupni, medutim svaki od njih ima
razli¢ito vrijeme reakcije i samim time i razli¢ito vrijeme izdavanja rezultata. Kod CLO
testa vrijeme nakon kojeg se oCitava rezultat iznosi 24 sata, dok kod PyloriTek i UFT
testova to vrijeme iznosi samo 5 minuta.
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Slika 10. Primjer tri komercijalna testa, prvi CLO test, drugi test sa gelom i treci koji
sadrzava urea saturiranu membranu. Prvi red prikazuje kontrolu, a drugi pozitivne rezultate

Izvor: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4293486/
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Nadalje, test je temeljen na enzimskoj reakciji, a kod svake enzimske reakcije u obzir treba
uzeti parametre koji utjeCu na reakciju, a to su koncentracija supstrata, koncentracija i
aktivnost enzima, temperatura i vrijeme. Kako bi se dokazao pozitivan ureaza test potrebno
je minimalno 100 000 Helicobacter pylori u uzorku biopsije kako bi se potakla promjena
boje indikatora.

Osim parametara koji utje€u na enzimsku reakciju, na cjelokupan rezultat utjece i
prikupljanje samog uzorka. Uzorak bi se trebao uzeti to¢no s mjesta gdje je
mikroorganizam prisutan. Na primjer, kod pacijenata sa duodenalnim ulkusom ocekivano
je da ¢e se bakterija smjestiti u podrucju antruma zeludca.

Isto tako postoje mnogi faktori koji Cine rezultat lazno pozitivnim kao $to su antagonisti
H2 receptora, spojevi bizmuta, PPI, aklorhidrija, antibiotici i prisutnost krvi. Zbog
¢injenice da ne smanjuju gustocu bakterija, antagonisti H2 receptora se mogu koristiti 1 do
dana testiranja, dok bi se s druge strane inhibitori protonske pumpe trebali prestati uzimati
i do 2 tjedna prije testiranja. Za antibiotike je to period od 4 tjedna prije testiranja. Po
preporuci se, ukoliko je rezultat vazan, a nedoumica velika, preporuca uraditi urea izdisajni
test ili antigen test iz stolice.

Vazno je spomenuti i laznu pozitivnost testa koja se, unato¢ tome $to je rijetka, moze
dogoditi kod otpustanja ureaze iz drugih bakterija koje ju proizvode , kao $to su Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis i Enterobacter cloacae. Medutim,
mogucnosti da ove bakterije proizvedu pozitivan rezultat su rijetke ukoliko pacijent nema
aklorhidriju ili hipoklorhidriju.

Kod interpretacije rezultata, specificno kod pacijenta sa duodenalnim ulkusom, jedan
pozitivan rezultat brzog ureaza testa bio bi dovoljan da se dokaZe prisutnost bakterije.
Medutim negativan test bi se trebao potvrditi 1 rezultatom histoloskog ispitivanja, koji bi
trebao biti bez dokaza o Zelu¢anoj upali (21,22).
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3.1.3 Kultura

Uzorak za kulturu Helicobacter pylori uzima se biopsijom zeludca. Ovakva metoda

sadrzava iznimnu specifi¢nost (gotovo 100 %), ali je manje osjetljiva (varijacije izmedu 85
% - 95 %).

Za uzgoj bakterije Helicobacter pylori in vitro potrebni su posebnu uvjeti koji zahtijevaju
poseban transportni medij, medij za rast i za inkubaciju. Biopsijski uzroci se mogu ¢uvati u
transportnom mediju kao §to su Portagerm pylori ili Stuartov transportni medij do 24 sata
iz temperaturu od 4 °C. Za uzgoj bakterije mogu se koristiti razli¢ite vrste agara. Neki od
njih ukljucuju Skirrow agar, Columbia krvni agar (Slika 11.), Brucella agar, Pylori agar.
Inkubacija ploca za agar se vr$i u mikroaerobnom okruzenju, dakle zahtijeva 80 % - 90 %
N,, 5% — 10 % CO,, 5 % - 10 % O, na temperaturi od 35 °C do 37 °C u vremenskom roku
od 5 — 7 dana obzirom da je Helicobacter pylori mikroaerofilna bakterija.

Dijagnostika bakterije Helicobacter pylori na kulturi temelji se na razli¢itim morfoloskim
znacajkama zbog pozitivnih reakcija bakterije na ureazu, katalazu ili oksidazu.

Na izvodenje ove metode i njenu dijagnosticku tocnost utjecu razni ¢imbenici kao §to su:
losa kvaliteta uzorka, odgoden transport, izlozenost aerobnom okruzenju te samo iskustvo
mikrobiologa. Osim vanjskih ¢imbenika, na dijagnostiku utjecu i ¢imbenici domacina kao
Sto je gastritis u visokom stupnju, konzumacija alkohola, koriStenje inhibitora protonske
pumpe jer imaju nepovoljan ucinak na pozitivnu stopu kulture. Zbog toga se zabranjuje
uporaba lijekova najmanje 2 tjedna prije kulture, a kod antibiotika je to period od 4 tjedna.

Kod kulture se preporucuje uzorkovanje najmanje 2 uzorka iz korpusa zeludca i 2 uzorka
iz antruma zeludca radi razli¢ite preraspodjele Helicobacter pylori u zeludcu. Osim Sto
sluzi za izolaciju bakterije Helicobacter pylori, ovakav test daje posebnu klini¢ku prednost
kod ispitivanja osjetljivosti na antibiotike. Osim testa osjetljivosti na antibiotike, kultura
daje uvid u daljnju analizu fenotipske i genotipske karakterizacije u svrhu postizanja sto
bolje terapije za lijeCenje bakterije Helicobacter pylori (23).
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Slika 11. Prikaz izolacije Helicobacter pylori na Colombia agru

Izvor: https://microbiologynotes.com/cultural-characteristics-of-helicobacter-pylori/
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3.1.4 PCR (Polymerase chain reaction)

Lancana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction, PCR) koristi se za dijagnozu
bakterije Helicobacter pylori iz uzoraka biopsije zeludca, iz sline, stolice, Zelu¢anog soka.
Ova metoda pruza iznimno visoku specificnost i osjetljivost (¢ak veéu od 95 %) te
pokazuje vecu tocnost u prikazivanju rezultata kod pacijenata sa krvarenjem. Postoje
nekoliko ciljnih gena koji se koriste za otkrivanje prisutnosti bakterije Helicobacter pylori,
a neki od njih ukljuéuju UreA, glmM, UreC, 16S, rRNA, 23S rRNA, HSP60, VacA.

Uz spomenutu prednost specifi¢nosti 1 osjetljivosti, ovaj test je poseban po tome S§to ne
zahtjeva veliku koli¢inu uzorka, dakle nema potrebe uzimati posebne zalihe uzoraka za
obradu ili transport te omogucuje klini¢arima brzo donoSenje odluke o lije€enju pacijenata.
Ova metoda takoder omoguéuje otkrivanje raznih mutacija koje dovode do pojave
rezistencije na odredene antibiotike poput makrolida i fluorokinolona (24).

Koristenje ove metode pomaZze pri procjeni genetske varijacije unutar Cimbenika
virulencije bakterije Helicobacter pylori te pomaze klini¢arima pri ispitivanju razlika
izmedu pacijenata zaraZenih razli¢itim sojevima bakterije. Prema nekim studijima, geni
CagA 1 VacA povezani su s tezim upalama zeludca i vecoj prevalenciji raka zeludca (25).

Osim spomenutih gena, naglasak se stavlja i na gen DupA za kojeg se smatra da je
povezan sa stvaranjem ulkusa izazvanim bakterijom Helicobacter pylori (Slika 12.) Neke
od studija su ukazale na nedosljedne rezultate koji su bili uzrokovani neuskladeno$c¢u
primera. Zbog takvih nesukladnosti uveden je novi RT — PCR sa posebnim primerom koji
je dizajniran na temelju poravnavanja 221 DupA genske sekvence s ciljem poboljSanja
stope detekcije DupA gena. Da je ova metoda uéinkovitija pokazale su stope detekcije koje
su porasle sa uobicajenih 29,9 % na 64,2 % (26).
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Slika 12. Primjer PCR produkata za Helicobacter pylori sa primerima na temelju gena
DupA

1-4,15,20i 24 — 26 linije prikazuju pozitivne uzorke biopsije pacijenata

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/PCR-products-for-H-pylori-with-dupA-gene-
based-primers-Lanes-1-4-and-15-20-and-24-26_fig3 342554251

Za PCR se, osim ljudskih uzoraka, koriste i uzorci iz okolisa. U epidemioloskim studijama
otkrivena je visoka povezanost zaraze bakterijom Helicobacter pylori putem vode za pice.
Osim u vodi za pice, velik je prijenos zaraze i neopranim povréem.

Ovakva metoda pruza veliku efikasnost radi manjih troskova, lokalno dostupne opreme 1
struénosti u molekularnim tehnikama (27).
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3.2 NEINVAZIVNE METODE

3.2.1 Urea izdisajni test

Urea izdisajni test je test koji se koristi ve¢ gotovo 30 godina i samim time ukazuje na
svoju kontinuiranu popularnost i preciznost kao jedan od neinvazivnih testova.

Djelovanjem ureaze koju izlucuje bakterija Helicobacter pylori, urea obiljezena izotopima
ugljika (*3C ili **C) koju pacijent uzme na prazan Zeludac razgraduje se na bikarbonat i
amonijev ion. Amonijev ¢e se ion reapsorbirati u krvotok i izlu€iti mokra¢om, a oslobodeni
CO, koji je produkt razgradnje bikarbonata izbacuje se prikim ekspirija. Upravo u tom
koraku se mjeri koli¢ina prisutnog CO, (Slika 13.).

Izotop ugljika *3C je pozeljniji od izotopa ugljika **C radi izbjegavanja prevelike koli¢ine
zraGenja. Taj isti izotop je sigurniji za djecu i trudnice jer je zraCenje spomenutog nize od
zracenja koje se odvija u prirodnom okoliSu. Medutim, ovaj se izotop koristi manje u
zemljama koje ne spadaju u visoko razvijene zbog visokog troska. Nadalje, dijagnosticka
to¢nost izmedu oba spomenuta izotopa se ne razlikuje i zbog toga se oba testa mogu
smatrati standardom neinvazivnih testova (28).

Urea izdisajni test je metoda koja osigurava vrlo visoku specificnost i osjetljivost od ¢ak 95
%. Osim kod otkrivanja prisutnosti bakterije Helicobacter pylori, ova se metoda Koristi i za
razna epidemioloska istrazivanja te kod same procjene terapije. Pacijentu je potrebno
napomenuti kako treba prestati uzimati antibiotike 4 tjedna prije ovog testa, a pacijentima
koji koriste inhibitore protonske pumpe je to vrijeme od 2 tjedna prije testa (29).

Slika 13. Prikaz reakcija kod urea izdisajnog testa

Izvor: https://www.kibion.se/scientific/info-diagnostic-methods/about-breath-tests/
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3.2.3 Test dokaza antigena bakterije Helicobacter pylori u stolici

Test antigena u stolici drugi je neinvazivni test sa visokom osjetljivoSc¢u i specificnos¢u od
¢ak 94 %. Ova metoda otkriva prisutnost bakterije Helicobacter pylori u uzorku stolice.
Dvije su wvrste testa za dokaz antigena u stolici, enzim imunoesejski test i
imunokromatografski test koji koriste ili monoklonska ili poliklonska protutijela. Kod
nedavnih istrazivanja pokazala se veca dijagnosticka toc¢nost prilikom uporabe
monoklonskih protutijela za razliku od poliklonskih. Isto tako, testovi utemeljeni na enzim
imunoesejskoj metodi daju pouzdanije rezultate od imunokromatrografskog testa. Takvi
testovi se joS koriste pri procjeni ucinkovitosti terapije. Sluzbeno vrijeme za izvodenje
testa za dokaz antigena u stolici su 4 tjedna nakon zavrSetka lijeCenja (30).

Uz veliku pouzdanost rezultata prilikom procjene ucinkovitosti terapije, test dokaza
bakterije Helicobacter pylori se jo$ koristi kao prikladan i neivazivan test kod provjere
infekcije u pedijatrijskih pacijenata. Istrazivanje primijenjeno kod djece u dobi od 6 do 30
mjeseci pokazalo je pouzdane i to¢ne rezultate za dijagnostiku bakterije u male djece.

Uzevsi u obzir cijenu i dostupnost, test dokaza antigena je prikladniji od urea izdisajnog
testa, medutim manje je toc¢an kod bolesnika sa teskim atrofi¢nim gastritisom (31).

Detaljan princip testa opisan je u poglavlju 3.3 (Slika 14.)
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Slika 14. Princip izvodenja testa na antigen Helicobacter pylori
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3.2.4 Seroloska analiza

Seroloska se analiza kao metoda dokaza infekcije bakterije Helicobacter pylori ne
primjenjuje ucestalo. Razlog tome je Sto su rezultati nepouzdani kod pracenja terapije radi
dugog vremena pozitivnosti. Takav ¢imbenik znacajno utjeCe na rezultate, iako je
osjetljivost seroloske analize veca od 90 %, a specifi¢nost se kre¢e izmedu 76 % 1 96 %.

Test se temelji na imunoenzimskoj metodi detekcije IgG antitijela u serumu pacijenta.
Pozitivnost na 1gG protutijela ukazuje na doticaj bolesnika sa bakterijom, iako ona mogu
biti pozitivna i nekoliko mjeseci nakon uspjesno izlijecene infekcije. Prilikom pojave IgM
protutijela dokazuje se trenutno aktivna infekcija. Upravo zbog nerazlikovanja sadasnje od
prosle infekcije, seroloska se analiza ne podrazumijeva standardnom metodom prilikom
dokazivanja infekcije bakterijom Helicobacter pylori (33).

Jedna od pozitivnih strana seroloskih testova je ta $to na njihovu to¢nost ne utjece ulkusno
krvarenje, gastri¢na atrofija kao ni uporaba inhibitora protonske pumpe niti antibiotika koji
znacajno mogu utjecati na rezultat kod drugih metoda.
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3.3 IMUNOKROMATOGRAFSKI TEST ZA KVALITATIVNU DETEKCIJU
ANTIGENA BAKTERIJE Helicobacter pylori U UZORKU STOLICE

Sadrzaj kutije testa prizvodaca Dialab:

Z08090CE - 20 testova pojedina¢no pakiranih u vrecice od folije (20x REF Z08090B)
- 20 epruveta za sakupljanje, napunjenih s 2 mL pufera svaka
- 1 ulozak za pakiranje

Z08091CE - 5 testova pojedinacno pakiranih u vreéice od folije (5x REF Z08090B)
- 5 epruveta za sakupljanje, napunjenih s 2 mL pufera svaka

- 1 ulozak za pakiranje

(Slika 15.)

Slika 15. Dialab set za detekciju bakterije Helicobacter pylori

Izvor: https://www.alphalabs.co.uk/z01405ce
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3.3.1 Princip testa

U testu se koriste dva protutijela. Jedno je protutijelo adsorbirano na membranu testne
kazetice. Drugo protutijelo je u konjugatu (puferu) konjugirano s koloidalnim zlatnim
Cesticama 1 omogucava crven0 obojenje kod pozitivnog testa (Slika 16.). Naime, ako je
Helicobacter pylori prisutan u uzorku stolice, on stvara kompleks sa protutijelom koje je
obiljeZzeno bojom . Kad tekucina s tim kompleksom klizi preko membrane na testnoj
kazetici, veze se uz antitijelo fiksirano na membrani te se pojavljuje crvena linija. Test
takoder sadrzi i unutarnju kontrolu u obliku crvene crte koja se pojavljuje u C regiji testa.
Osjetljivost ovog testa je 94,1 %, a specifi¢nost 99,9 %.

Slika 16. Kapanje uzorka na testnu kazeticu

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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3.3.2 Priprema uzorka

1. Uzorak formirane stolice uzima se sa tri mjesta pomocu aplikatora iz testne tubice
te se stavlja u pufer (Slika 17.).

2. Nakon mijesanja pufera s uzorkom na vorteksu takva otopina stoji petnaest minuta
na sobnoj temperaturi

3. Testne kazetice se takoder izvade na sobnu temperaturu. Pripremljena se otopina
nakon 15 minuta iz testne tubice ukapa u prozor¢i¢ kazete

4. Rezultati se oCitavaju nakon petnaest minuta

Slika 17. Princip mijeSanja uzorka u puferu

Izvor: https://www.alphalabs.co.uk/
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3.3.3 Ocitavanje rezultata

Rezultat je pozitivan ako se pojave dvije crvene obojene linije — jedna u regiji C (kontrola
testa), a druga u regiji T (testirani uzorak) testa (Slika 18.).

Slika 18. Primjer pozitivnog testa

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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Rezultat je negativan ukoliko se pojavi samo kontrolna crvena linija u regiji C testa (Slika
19.).

Slika 19. Primjer negativnog testa

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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Rezultat testa nije valjan ukoliko se kontrolna crvena linija u C regiji ne pojavi. U tom

sluc¢aju test treba ponoviti (Slika 20.)

Control Test

Iy
=/

Slika 20. Prikaz nevaljanog testa

Izvor: http://www.epitopediagnostics.com/kt113
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4. REZULTATI

Opisanom metodom smo testirali devet uzoraka stolice pacijenata za koje je trazen
imunokromatografski test za detekciju antigena bakterije Helicobacter pylori (Slika 21.).

U posudicu smo poslozili 9 uzoraka stolice prethodno donesenih od pacijenata kojima
ispitujemo prisutnost bakterije Helicobacter pylori.

Kod uzoraka je jako bitno pravilno ozna¢avanje te slaganje brojeva s laboratorijskim
brojem pacijenta kako ne bi doSlo do zamjene pacijenata te pogreSne analize.

Slika 21. Uzorci stolice uzeti od pacijenata

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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Prije provodenja testa, potrebno je izdavanje radnog listica na kojem se nalaze svi potrebni
podatci o pacijentu, ustanovi provedbe testa, dijagnozi, djelatniku koji je primio uzorak

(Slika 22.).

str. 1/1 OBR

I =
MBO: 139166913

M 08.08.1941

Uzimanje uzorka: 06.07.2022 07:31 Prijem: 06.07.2022 07:32

90001756 Ordinacija DZ Splitsko-Dalmatinske fupanije na lokaciji DZ Kaitela

opce medicine

0179566 NIKICA 20KIC

Dg: K21 Gastroezofagealni refluks

stolica na antigen Helicobacter pylori

ST 2212064

stolica - Helicobacter pylori - dokaz antigena
Prijem: ANTONELA PRGOMET

RS
Fehcobacter pylori PoZ \ J

antigen

Slika 22. Primjer radnog listi¢a kod testa dokaza antigena bakterije Helicobacter pylori

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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Uzeli smo uzorak stolice aplikatorom sa tri mjesta te ga stavili u pufer. Nakon stavljanja u
pufer, vorteksirali smo te ostavili 15 minuta na sobnoj temperaturi (Slika 23.).

Slika 23. Prikaz uzoraka stavljenih u pufer

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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4.1 Oc¢itavanje rezultata

Svih devet testova bili su valjano izvedeni. Pojavila se crvena kontrolna linija u C regiji.

Osam testova bilo je negativno na antigen bakterije Helicobacter pylori, a jedan je test bio
pozitivan na antigen bakterije Helicobacter pylori u uzorku stolice. Pojavile su se dvije
crveno obojene linije — jedna u regiji C, a druga u regiji T testa (Slika 24.)

Slika 24. Prikaz pozitivnih i negativnih rezultata

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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Na samom kraju izdaje se nalaz (Slika 25.) sa podacima o pacijentu, podacima o
uzorkovanju, ustanovi  uzorkovanja, vrstom pretrage te rezultatom testa
(pozitivan/negativan).

Slika 25. Primjer pozitivnog nalaza na bakteriju Helicobacter pylori

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
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5. ZAKLJUCAK

Helicobacter pylori je mirkoaerofilna bakterija koja nastanjuje sluznicu zeludca kod djece i
kod odraslih. Kod infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori moze do¢i do
razvitka razli¢itih oblika bolesti od kojih kao najc¢esce proizlaze gastritis, karcinom zeludca
I pepti¢ni vrijed. lako se kod dosta ljudi infekcija razvija u asimptomatskom obliku, ljudi
sa simptomima infekcije se najcesce Zale na nadutost, mucnine, gubitak apetita, povracanje
i neugodan osjecaj zarenja u zeludcu, a do toga dolazi ukoliko osoba konzumira
kontaminiranu hranu i vodu, fekalno — oralnim putem i poljupcem.

Kod lije¢enja infekcija uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori najvaznije je brzo
postavljanje dijagnoze koja se temelji na pravilnom uzimanju uzoraka.

lako se metoda histoloske analize smatra zlatnim standardom u dijagnostici infekcije
bakterijom Helicobacter pylori, danas se ne primjenjuje toliko ¢esto zbog utjecaja razlicitih
¢imbenika na izvedbu analize. Za izvodenje histoloske analize potrebno je viSe vremena,
djelatnika, preciznosti te ne bi smjela postojati prostorna ograni¢enost u izvodenju testa.
Uz to, test spada u invazivne metode §to pacijentu zadaje dodatnu brigu i nelagodu
prilikom izvodenja testa.

Kako se izbjegli navedeni problemi i kako bi se $to ranije moglo reagirati na potencijalnu
infekciju bakterijom Helicobacter pylori, danas se koristi imunokromatografski test za
detekciju antigena Helicobacter pylori. Test je neinvazivan, zahtjeva malo vremena za
oCitanje rezultata, ne zahtjeva veliki broj djelatnika niti veliki prostor za izvedbu. Ovakav
brz, jednostavan 1 praktican test sadrzava osjetljivost od ¢ak 94,1 % 1 specificnost od 99,9
% $to ga Cini najpouzdanijim od neinvazivnih testova. Prilikom izvodenja testa, vrlo je
bitno uzorak uzeti sa viSe mjesta i dobro vorteksirati u puferu te pricekati tocno odredeno
vrijeme do pojave rezultata.
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6. SAZETAK

Helicobacter pylori je mikroaerofilni mikroorganizam koji nastanjuje sluznicu Zeludca u
ljudskom organizmu te samim time olakSava razvoj mnogih patogenih stanja kao Sto su
gastritis, karcinom Zeludca, peptiéni vrijed i mnoge druge. Cak 4,4 milijarde svjetske
populacije danas je zarazeno bakterijom Helicobacter pylori. Uzimajuci u obzir razli¢itu
raspodjelu postotaka zarazenosti na kontinentima, ¢ak 79,1 % otpada na Afriku kao zemlju
sa najve¢im brojem zarazenih bakterijom Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori sadrzi mnoge karakteristike koje joj pomazu opstati u Zeludcu ¢ovjeka.
Naime, proizvodnjom razli¢itih enzima koji osiguravaju njenu patogenost uspijeva
osigurati neutralnost zeludca i samim time prodor i1 razvitak bolesti. Infekcije ovom
bakterijom mogu se pojaviti u obliku asimptomatskih infekcija. Simptomatski pacijenti
imaju simptome kao $to su zarenje u zeludcu, povracanje, gubitak apetita i druge.

Bakterija H. pylori je znacajna po tome §to moze dugotrajno opstati u ljudskom organizmu
1 izazivati simptome ukoliko se ne lijeCi na vrijeme i primjerenom terapijom. Lijecenje
bakterije zahtijeva uporabu razli¢itih metoda, a kod H. pylori su to invazivne i neivazivne
metode. U invazivne metode ubrajamo histoloski pregled, brzi ureaza test, izolaciju. Sam
naziv ,invazivne* upucuje na to da se prilikom pregleda koristi invazivan nacin
uzorkovanja, u ovom slucaju endoskop te se zbog toga u slucaju laksih slucajeva infekcija
bakterijom Helicobacter pylori radije bira uporaba neivazivnih metoda. Neinvazivne
metode ukljucuju urea izdisajni test, test antigena u stolici i seroloSke testove.

Od spomenutih se metoda najcescée koristi test dokaza antigena u stolici kao test koji je brz,
prakti¢an, ne zahtijeva velik prostor kao ni dodatne djelatnike za rad. Test ukljucuje
ocitavanje rezultata sa testne trakice na koju je prethodno nakapano par kapi pufera sa
uzorkom (u ovom slucaju uzima se uzorak stolice), te je za ocitavanje rezultata potrebno
pro¢i minimalno 15 minuta. Ovaj test ne sluzi samo za provjeru infekcije bakterijom, vec
upucuje na to je li koriStena terapija ucinkovita pri lijeCenju infekcije.

Terapija koja se danas koristi za lijeCenje infekcija uzrokovanih bakterijom H. pylori nosi
naziv trojna terapija i ukljuCuje koriStenje 2 razli¢ita antibiotika 1 inhibitora protonske
pumpe, koji povecéava pH zeludca i onemoguéuje razvijanje kokoidnog oblika bakterije
H.pylori i njeno prezivljavanje. Najucinkovitiji antibiotici koji se koriste su Klaritromicin i
amoksicilin, a kao inhibitor protonske pumpe se koristi omeprazol.
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7. SUMMARY

Helicobacter pylori is a microaerophilic organism that maintains the gastric mucosa in the
human body and at the same time facilitates the development of many pathogenic
conditions such as gastritis, gastric cancer, peptic ulcer and many others. 4.4 billion of the
world's population are infected with Helicobacter pylori. Taking into account the different
distribution of infection percentages on the continents, 79.1% falls on Africa as the country
with the highest number of infected Helicobacter pylori bacteria.

It contains many characteristics that help it survive in the human stomach. By producing
various enzymes that ensure its pathogenicity, it ensures the neutrality of the stomach and
thus the penetration and development of the disease. Infections with this bacterium can
appear as asymptomatic infections, but symptomatic cause symptoms such as burning in
the stomach, vomiting, loss of appetite and others.

The bacterium H.pylori is significant because it can persist for a long time in the human
body and cause symptoms if it is not treated in time and with appropriate therapy.
Treatment of the bacterium requires the use of different methods, and in the case of H.
pylori these are invasive and non-invasive methods. Invasive methods include histological
examination, rapid urease test, isolation. The very name ,invasive* indicates that an
invasive sampling method is used during the examination, in this case an endoscope, and
therefore in the case of mild cases of Helicobacter pylori infection, the use of non-invasive
methods is preferred. Non-invasive methods include urea breath test, stool antigen test and
serological tests.

Of the mentioned methods, the antigen proof test in the stool is most often used as a test
that is fast, practical, does not require a large space or additional employees for work. The
test involves reading the results from a test strip on which a couple of drops of buffer with
a sample have been previously dripped (in this case, a stool sample is taken), and it takes at
least 15 minutes to read the results. This test is not only used to check for bacterial
infection, but also indicates whether the therapy used is effective in treating the infection.

The therapy used today to treat infections caused by H. pylori is called triple therapy and
includes the use of 2 different antibiotics and a proton pump inhibitor, which increases the
pH of the stomach and prevents the development of the coccoid form of H. pylori and its
survival. The most effective antibiotics used are clarithromycin and cmoxicillin, and
omeprazole is used as a proton pump inhibitor.
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