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Abstrakt

Helicobacter pylori (Hp) je spirdlni, gramnegativni bakterie kolonizujici
7aludeni sliznici, je klasifikovana WHO jako kancerogen 1. tfidy. Infekce Hp je
spojovana se vznikem atrofické gastritidy, s rozvojem viedové choroby a souvisi se
vznikem karcinomu Zaludku a MALT-lymfomu. V na$i populaci je prevalence
infekce asi 42 %.

K diagnostice infekce se pouZivaji invazivni (rychly uredzovy test, histologické
vySetfeni, kultivace) a neinvazivni (sérologické vy3etfeni, dechovy uredzovy test,
prilkaz antigenu ve stolici) testy. V neinvazivni diagnostice je zlatym standardem
dechovy test s °C znakenou ureou, jeho? alternativou je pak vysetfeni antigenu Hp
ve stolici. To je dostupné ve 2 uspofddanich — ELISA test a imunochromatograficky
(rapid) test.

Test ELISA (Admplified IDEIA™ Hp StAR™) s monoklondlnimi protildtkami jsem
porovnaval se dvéma rapid testy — helicoCARE direct a RAPID Hp StAR™.
Porovnani bylo provedeno na 50 vzorcich stolice uchovavanych pfi teploté —70 °C.
Stabilita antigenu ve zmraZené stolici byla ovéfena na 10 ndhodn& vybranych ELISA
pozitivnich vzorcich, u nichz bylo provedeno opakovani testu ELISA.

U testu helicoCARE direct provadi v béZné praxi sdm pacient odbér vzorku (cca
10 mg) do pufru pomoci plastového karta¢ku. Vzorek pro test RAPID Hp StAR™
pfipravuje aZ vy$etfujici, ktery za pomoci dfevéné $pejle odebira asi 100 mg stolice
do pufru. Preanalytické faze je proto spolehlivéjsi u testu RAPID Hp SIAR™.

S rutinni metodou ELISA se test helicoCARE direct shodoval ve 42 piipadech
(Cohentiv koeficient x = 0,672; 95% interval spolehlivosti 0,465-0,878), relativni
senzitivita, specificita a pfesnost tohoto testu vzhledem k referenéni metodé ELISA
byly 79 %, 94 % a 84 %.

RAPID Hp StAR™ se s ELISA shodoval u 30 vzorka (x =0,543; 95% interval
spolehlivosti 0,312 aZ 0,775), relativni senzitivita, specificita a pfesnost tohoto testu
vzhledem k referenéni metodé ELISA byly 64 %, 100 % a 76 %.

Vy33i spolehlivost a shodu s testem ELISA jsem prokazal pro test helicoCARE

direct.



Abstract

Helicobacter pylori (Hp) is a spiral gram-negative bacterium, which colonises
gastric mucosa and is classified as a class 1 carcinogen by WHO. The Hp infection is
connected with a genesis of atrophic gastritis, with a development of ulcerous
disease and is related to a genesis of gastric cancer and MALT-lymphoma. In the
Czech Republic the prevalence of the infection is about 42 %.

For the diagnosis of the infection, invasive (rapid urease test, histology, culture)
and non-invasive (serological survey, urease brath test, detection of the antigen in
stool) tests are used. The gold standard among non-invasive diagnostics is '*C-urea
breath test. Instead, Hp antigen detection in stool can be alternatively used. This test
is available in two forms — ELISA test and immunochromatographic (rapid) test.

In my study I compared ELISA test (Amplified IDEIA™ Hp StAR™) with
monoclonal antibodies with two rapid tests — helicoCARE direct and RAPID Hp
StAR™. The comparison was performed on 50 stool specimens, which had been
stored in —70 °C. The antigen stability was verified on 10 randomly chosen
specimens, where repeated ELISA test was proceeded.

In helicoCARE direct test in standard practice the patient himself takes up
the stool sample (cca 10 mg) into the buffer with a plastic applicator stick.
The sample for RAPID Hp StAR™ s prepared entirely by the examiner, who extracts
about 100 mg of stool with a wooden stick into the buffer. Consequently,
the preanalytical phase is more confident in RAPID Hp StAR™test.

The matching of helicoCARE direct with ELISA occurred in 42 cases (Cohen's
k = 0.672, 95% confidence interval 0.465-0.878), relative sensitivity, specificity and
accuracy of this test in reference to ELISA were 79 %, 94 % and 84 %.

RAPID Hp StAR™ matched with ELISA in 30 specimens (x =0.543, 95%
confidence interval 0.312-0.775), relative sensitivity, specificity and accuracy of this
test in reference to ELISA were 64 %, 100 % and 76 %.

I proved better performance and agreement with ELISA test in helicoCARE

direct test.



1 Uvod

Infekce bakterii Helicobacter pylori patfi mezi onemocnéni s vysokou prevalenci
jak u nas, tak ve svété. Pritomnost tohoto mikroorganismu v téle hostitele mize byt
pfri¢inou $iroké $kaly projevii — od asymptomatické kolonizace Zalude¢ni sliznice
pres gastritidu a viedovou chorobu aZ k malignimu zvratu bunék.

Ve své praci se zabyvam problematikou diagnostiky helicobacterové infekce
a monitorovani uspé$nosti eradika¢ni 1é¢by, a to zejména testy detekujicimi antigeny
Helicobacter pylori ve stolici. Ty existuji ve dvou uspofadanich: jsou to (1) testy
ELISA na principu desti¢kové enzymové imunoanalyzy a (2) rychlé imunochromato-
grafické testy, tzv. rapid testy.

Cilem mého vyzkumu pak bylo:

1) Ovetit spolehlivost star§ich zmrazenych vzorki stolic.

2) Zjistit vliv hmotnosti pouzitého vzorku stolice na vysledek rapid testu.

3) Porovnat rapid test s metodou ELISA.

4) Zhodnotit vysledky dvou riiznych rapid test a porovnat je s vysledky ELISA.

5) Zhodnotit vlastni provadéni rapid testu.



1.1 Helicobacter pylori a jeho vlastnosti

V roce 1983 byla poprvé popsana bakterie. jejiz objev nebyl vyznamny pouze pro
mikrobiologii, ale pfedev§im piedstavoval meznik v pohledu gastroenterologie na
etiologii, patogenezi a léCbu fady onemocnéni. Bakterie dostala pozdé€ji nazev
Helicobacter pylori a stala se pfedmétem zajmu mnoha vyzkumi. Dostalo se ji
takové pozornosti. Ze je od roku 1996 vydavan nakladatelstvim Blackwell Publishing
Ltd monotematicky c¢asopis Helicobacter. Prevratnost tohoto objevu pak byla
potvrzena v roce 2005, kdy byla Barrymu J. Marshallovi a J. Robinu Warrenovi
udélena Nobelova cena ,za objev bakterie Helicobacter pylori a jeji ulohy
u gastritidy a peptické viedové choroby* [1].

Infekce Helicobacter pylori (Hp) patti celosvétové mezi nejéastéjsi vabec.
Odhaduje se, Ze je infikovana vice nez polovina lidstva. Ve vyspélych zemich je
prevalence  infekce Hp 15-40 %, vrozvojovych zemich 70-99 %. V nizsich
socioekonomickych vrstvach je prevalence vyssi [2].

V Ceské republice je prevalence Hp asi 42 %. Neni vazana na pohlavi, ale roste
s vékem: zatimco u déti do 15 let véku se pohybuje kolem 30 %, v populaci nad
45 let je nadpolovi¢ni. Vy3si riziko Hp pozitivity maji déti, jejichz matky maji niz3i
vzdélani, sdileji pokoj srodi¢i, nemaji ptistup kteplé vodé a bydli v mensich
méstech. Ve skupiné dospélych jsou pak nejvice ohrozeny niz§i socioekonomické
vrstvy s niz§im vzdélanim [3].

Zpisob pienosu infekce neni dosud beze zbytku objasnén. Piedpoklada se oro-
ordlni (ve vyspélych zemich) nebo fekalng-oralni (v rozvojovych zemich
a v kolektivnich zafizenich pro déti) cesta. K akvizici infekce dochazi nejcastéji jiz
v détském véku [2].

Dnes je Hp znam jako ptivodce chronického zanétu Zaludeéni sliznice a viedové
choroby’. Navic je infekce Hp jednim z rizikovych faktori pro vznik nadort Zzaludku
— lymfomt a karcinoma', které vznikaji na podkladé atrofické gastritidy. Od roku

1994 klasifikuje Svétova zdravotnicka organizace Hp jako kancerogen 1. ttidy [5].

Viedové onemocnéni se rozvine asi u 20 % infikovanych osob, priemz za vznik gastrickych viedi
Je Hp zodpovédny v 60-80 %, u duodenalnich viedti aZ v 90 % piipadi, zbyvajici ast onemocnéni je
pfi¢itana zejména uzivani nesteroidnich antirevmatik [4].

* Rakovina zaludku vznika asi u | % infikovanych osob [4].



Hp je obvykle spojovan s onemocnénimi Zaludku a dvanactniku. Ukazuje se vsak,
7e se miize podilet i na vzniku fady dalSich chorob mimo travici trakt. Jde zejména
oovlivnéni imunitniho systému. Prikaz pfimého pfi¢inného vztahu je oviem
problematicky, nebot’ jde vesmés o nemoci s multifaktorialni etiologii a mnoho studii
dochazi k protichidnym zavérim. Helicobacterova infekce se dava do souvislosti
napt. s manifestaci aterosklerézy ¢i chronické idiopatické trombocytopenické
purpury [6].

Virulence Hp je dana mnoha faktory. Bakterie je pohybliva, produkuje fadu
enzymi (napf. uredzu) a toxini, napf. vakuolizalni cytotoxin, kdédovany genem
vacA, a imunogenni protein CagA, kodovany genem cagd, které jsou lokalizovany
v tzv. ostrivku patogenity (PAI — pathogenicity island).

U riiznych kmend Hp je produkce faktor virulence rizné vyrazna, coz spolu
s riznou vnimavosti hostiteld vysvétluje rozdilné prib&hy onemocnéni, jakoz i ¢asté
bezpiiznakové nosiéstvi [4].

Ureaza je nejdilezitéj$i enzym produkovany Hp. Tento enzym katalyzuje rozklad
modoviny na oxid uhli¢ity a amoniak, ktery neutralizuje kysel¢ Zalude¢ni §t'avy. To
umoziluje bakterii pfezit v prostiedi o extrémné nizkém pH a kolonizovat zalude¢ni
sliznici. Urea byla prvnim faktorem virulence pouzitym k diagnostice
helicobacterové infekce.

Adheziny umoziiuji navazani bakterie na buriky Zalude¢ni sliznice. Nékteré z nich
se vazi na antigeny Lewisova krevniho systému, a proto mohou byt odpovédné za
autoimunizaci hostitele.

VacA (vakuolizaéni cytotoxin) je protein, ktery zpisobuje vznik vakuol
v burikach. Tento uinek byl nejprve pfipisovan ureaze. Vechny druhy Hp maji gen
vacA, ale ne vSechny produkuji cytotoxin. Hp se v 1-10 % vyskytuje i intracelularng,
coZ mu patrné umozZiiuje pravé VacA. Uvnitf builky je bakterie chranéna pied
plisobenim antibiotik a makrofagi. VacA je spole¢né s dalsimi faktory zodpovédny
za indukci apoptozy slizniénich bunék. Zvysena apoptdza vede k atrofii zaludeéni
sliznice a metaplazii ¢i hyperproliferaci, coZ je povaZzovano za vyznamny rizikovy
faktor kancerogeneze. Déle se mu pfipisuje také imunomodulaéni tloha.

CagA (s cytotoxinem asociovany antigen A) je dalsi dilezity faktor virulence.

Pfesna tloha tohoto vysoce imunogenniho proteinu neni dosud objasnéna, nicméné



je povazovan za vyznamny marker virulence Hp. nebot” CagA-pozitivni kmeny jsou
spojovany s rozvojem zavazn&jsich onemonéni — chronické gastritidy a karcinomu
duodena [5].

V soucasnosti je povaZzovan za velice vyznamny faktor virulence také NapA (HP-
NAP. neutrofily aktivujici protein). Tento faktor ma opét imunomodula¢ni U¢inky
a vyvolava v neutrofilech tvorbu kyslikovych radikala [11]. Jeho role v patogenezi

onemocnéni traviciho traktu je prfedmétem vyzkumu.

1.2 Lééba infekce Helicobacter pylori

Infekce hostilele Hp neni automaticky indikaci k eradika¢ni terapii, jelikoZ ne
u véech pacientl vede k rozvoji s ni asociovanych onemocnéni. U téchto pacientt by
mohl mikrob byt ,normalnim™ ¢lankem fyziologickych funkci Zzaludku [2].
Eradikaéni lé¢ba zatéZuje pacienta antibiotiky a zvy$uje riziko vzniku rezistentnich
kment. Dale pak existuji nazory, Zze eradikace Hp muzZe indukovat vznik jinych
onemocnéni, napf. refluxni esofagitidy. Byla publikovana fada praci s opaénymi
vysledky. Dle &eské randomizované dvojité slepé studie [7], provedené na 38
pacientech s funkéni dyspepsii infikovanych Hp, ktefi byli sledovani po dobu 12
mésicl, nebylo pozorovano zvy$ené riziko vzniku refluxni choroby jicnu u pacientt
po eradikaci oproti pacientim s placebem.
Indikace k eradikagni lé¢bé je podle Ceské gastroenterologické spole¢nosti CLS
JEP [2] doporu¢ena u dospélych v téchto p¥ipadech:
e u viedové choroby Zaludku a dvanactniku, kde eradikace snizuje riziko
recidiv onemocnéni i jeho komplikaci,
e u MALT-lymfomu Zaludku, kde eradikace pfispiva k navozeni dlouhodobé
remise onemocnéni,
¢ u rakoviny Zaludku, jelikoz Hp je jednim z etiologickych agens; k eradikaci
jsou v téchto ptipadech indikovani i pfibuzni 1. fadu,
¢ u refluxni choroby jicnu, kde ma eradikace zabranit atrofii sliznice po
pouzivani inhibitord protonové pumpy (tato indikace je viak vzhledem k vyse
uvedenému sporna),

e pfi lé¢bé nesteroidnimi antirevmatiky s viedovou chorobou v anamnéze,
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e u chronické atrofické gastritidy, kde je zvySené riziko vzniku rakoviny
Zaludku,

e u jaterni cirhézy. kdy maji Hp pozitivni nemocni 40krat vyssi riziko vzniku

peptického viedu,

e u funkéni dyspepsie je eradikace vhodna, nebot’ z ni 10 % pacienti profituje.

Eradika¢ni terapie se provadi nejéast&ji trojkombinaci 1€kt — inhibitoru protonové
pumpy (napf. omeprazol) a dvou antibiotik (amoxicilin nebo metronidazol
a klaritromycin) po 7 dni a dosahuje vice nez 80% uspé&3nosti.

Mimo 1é¢by infekce Hp se medicina zaméfuje 1 na prevenci, a to v podobg
vakciny, ktera je ve fazi vyvoje [12]. S ohledem na vydaje spojené s farmakoterapii,
rezistenci na antibiotika a eventualni nespolupraci pacientd by tato vakcina mohla
prinést méné nakladny a efektivni zplsob prevzeti kontroly nad helicobacterovou

infekci.

1.3 Diagnostika infekce Helicobacter pylori

Zéasadnim poZadavkem pred zahdjenim 1éEby je pfesna diagnostika infekce Hp.
Zadné jiné infek&ni onemocnéni nema tak Sirokou paletu dostupnych vy3etieni jako
pravé infekce Hp. Plati zasada ,nevySetfovat osoby, které v ptipadé pozitivity Hp
nehodlame eradikovat®.

Dostupné testy mizZeme rozdélit do dvou velkych kategorii: invazivni testy
a neinvazivni testy. Pro diagnostiku infekce Hp je vhodné pouzit dva testy, nejlépe
jeden globalni (né¢ktery z neinvazivnich testl) a jeden fokalni (z bioptického vzorku

sliznice) [2].

1.3.1 Invazivni testy

Invazivnim testim vidy pfedchazi endoskopické vysetieni s odebranim
bioptickych vzorkd Zaludeéni nebo duodenalni sliznice. Jedna se o fokalni testy,
takze vysledek zavisi na misté odbéru vzorku, jelikoz rozloZeni infek&niho agens
neni homogenni. Obvykle se proto odebira vice vzorkii — zté&la Zaludku, z antra
a z dvanactniku [8]. Vysetfeni lze provést rychlym ureazovym testem, histologicky

¢ikultivaci. V experimentalni oblasti lze pak vyuzit analyzu DNA.
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RUT

Rychly ureazovy test (CLO test) detekuje pfitomnost bakterii produkované ureazy
(viz 1.1). Helicobacterova ureaza, pfitomné ve vzorku, katalyzuje hydrolyzu urey za
vzniku amoniaku. Zména barvy pH indikatoru signalizuje pozitivitu testu [13].

Variantou tohoto testu je IRUT (imunologicky rychly ureazovy test), ktery
pouziva specifické protilatky proti Hp ureaze, coZ vyluzuje reakci ureazy jiného

pivodu. Vysledek je dan zmé&nou pH. Tato metoda ma byt velice pfesna a rychla [9].

Histologie a mikroskopicke vySetfeni

Hp je gramnegativni spiralovita bakterie a je ji moZné prokazat také
v histologickém preparatu. K obarveni vzorki se vétSinou pouziva stiibfeni.

V mikrobiologii se pro mikroskopické vysetfeni pouziva rozdrceni preparatu mezi
dv&ma podloznimi skli¢ky a barveni podle Grama ¢i Giemsy.

Pfi mikroskopické diagnostice je nezbytné prohlédnout vétsi pocet zornych poli

z ddvodu nerovnomérné distribuce bakterii [13].

Kultivace

Kultivace Hp ma 100% specificitu, senzitivita je v8ak nizka. Bakterie &asto
nepfeziva transport vzorku do mikrobiologické laboratofe. Vzorek by mél byt
transportovan ve vhodném médiu pfi pokojové teploté a v idedlnim pripadé
zpracovan v laboratofi do 2 hodin od odbéru.

Hp vyzaduje specialni kultivaéni pidy, které jsou vétdinou zaloZzené na
¢okoladovém agaru z koiiskych erytrocytti. Kolonie vyristaji za 3-5 dni v pfisné
mikroaerofilnim prostiedi.

Spise nez k prikazu infekce je tento postup vhodny tehdy, kdyz byla eradikaéni
terapie nelispé3na a je potfeba zjistit citlivost na antibiotika. Jeji zjidténi je oviem

Casto obtizné, protoze mikrob t&zko snasi pfeockovani [8, 13].

Analyza DNA

Moderni molekularné-biologické metody umoziiuji ptimy priikaz DNA daného

organismu. Pomoci analyzy DNA lze nejen prokézat pfitomnost Hp s teoreticky
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100% specificitou, ale diky specifickym tGsekim DNA je moZné jednotlivé kmeny
klasifikovat, zhodnotit virulenci daného kmene (geny vacd, cagA) nebo urit
rezistenci na antibiotika.

Dobrych vysledki doséahla rakouska studie [10], ktera pouZivala real-time PCR*
analyzu k detekci Hp v bioptickém vzorku a soucasné ke stanoveni citlivosti bakterie
na klaritromycin. Nejmensi mnoZstvi Cisté DNA, které dévalo pozitivni vysledek,
byly 4 fg, coZ odpovida 2,2 bakterii. Diagnosticka senzitivita Hp infekce byla 100 %,
specificita 98 %. Pro ur€eni citlovosti Hp na klaritromycin dosahovala metoda
senzitivity 82 % a specificity 100 %. Do studie bylo zafazeno 92 pacienti.

Italska studie [14] pouZivala k detekci klaritromycinové rezistence analyzu
zaloZenou na PCR a DHPLC!. Vysetfeno bylo 101 bioptickych vzorkl, senzitivita
i specificita byly 100 %.

Metody analyzy DNA jsou v8ak ¢asové i finan¢né naro¢né, takZe se dosud nestaly

soudasti rutinnich vysetfovacich postupt.

Pro ovéfeni uspésnosti eradika¢ni terapie je spravné provést vysetfeni bioptickych
vzorkl jak pomoci RUT, tak histologicky, pokud je pacient po 4 tydnech nebo
pozdé&ji endoskopovan. Je tieba odebrat nejméné tfi vzorky (z Zalude&niho antra

v blizkosti angularni fasy, ze stfedni ¢asti Zalude&niho téla a z fundu) [2].

1.3.2 Neinvazivni testy

Neinvazivni testy jsou vy3etfeni, kterd pacienta minimalné zatéZuji, a proto se
v posledni dob¢ stale vice upfednostriuji, a to pfedev§im u pacientd, u nichZ neni
indikace k endoskopickému vy3etfeni. Dal§i vyhodou je, Ze jde o testy globélni,
takZe jejich vysledek neni zavisly na homogenité¢ rozloZeni infek&niho agens
v hostiteli. K dispozici je vy3etfeni protilatek proti Hp, dechovy uredzovy test,

pritkaz antigenu Hp ve stolici a experimentalné metody analyzy DNA.

! Real-time PCR umoziuje kvantifikovat mnoZstvi produktu amplifikace pfimo v termocykleru
pomoci fluorescenénich znagek.

YDHPLC Je chromatografickd metoda, pomoci niZ se oddéluji fragmenty DNA s mutaci a bez mutace
na zékladg rozdilné teploty, pi niZ dochazi k denaturaci. K analyze je pottebna referenéni DNA.
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Vysetieni protilatek proti Hp

Jedna se o serologické vySetfeni provddéné nejéastéji metodou ELISA, i kdyz
existuji i POCT testy na principu imunochromatografie, které nevyzaduji laboratorni
vybaveni. Vysetfit Ize krev, ale i sliny a moc.

Je mozné udélat i vysetfeni protilatek proti specifickym faktorim virulence Hp -
nap. proti proteinu CagA.

V soucasné dob& neni tento zplsob zjisténi Hp statutu povaZzovéan za vhodny pro
screening ani pro ovéfeni uspé3nosti eradika¢ni terapie, jelikoZ mé nizkou
diagnostickou senzitivitu a specificitu (chybné vysledky dosahuji az 20 %).
K vymizeni protilatek proti Hp dochazi az po fadé mé&sict (navic ne u v3ech uspé$né
eradikovanych), na druhou stranu &ast nositeld floridni infekce Hp miZe mit
protilatky fale$n¢ negativni.

Sledovani titru protilatek proti Hp méa smysl pfi dlouhodobém sledovéni pacientd

[2, 8, 15].

uBT

Dechovy test s ureou znaenou pfirozenym izotopem uhliku 13C* byl v roce 1996
ozna¢en Maastrichtskou konferenci jako zlaty standard diagnostiky Hp, coZ plati
dodnes. Od roku 1997 je toto vy3etteni dostupné i v Ceské republice. Mezi vyhody
tohoto piesného vysSetieni patii i fakt, Ze lze provést prakticky kdekoli a k analyze
odeslat postou do specializovaného centra.

Test pracuje opét na principu prikazu helicobacterové uredzy. Vysetfovanému je
per os podéna urea znaten4 stabilnim neradioaktivnim izotopem uhliku "*C, ktery se
stejné jako '“C béZné& vyskytuje v ptirodé (véetné ¢lovéka). Pokud je vy3etfovany
infikovéan, je v jeho Zaludku podanid urea U¢inkem uredzy hydrolyzovana. Vznika
amoniak a oxid uhligity (*CO,), ktery se v duodenu vstiebava a ve stejné formé je
vydechovén plicemi. Ve vydechovaném vzduchu se stanovuje 'CO, v poméru
k '“CO; a tento pomér je vztazen k plynu referenénimu. Vysledkem je 8 *CO; v %o.

Pfi vyhodnocovani testu se porovnavaji 8 '*CO, pred a po poziti znagené urey.

' 13C nahradil dfive pouzivany '*C, ktery je radioaktivni. VySetfeni tak mohlo byt provadéno pouze
na specializovanych pracovistich (se zfetelem na ionizujici zafeni). Testim nebyly podrobovany
t€hotné Zeny a déti. Nahrazeni radioaktivniho izotopu neradioaktivnim ptedznamenalo velky rozvoj
dechovych testl i pro jiné diagnostické Ggely v gastroenterologii [16].
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UBT se provadi nalatno a pfed vySetfenim je potfeba vysadit pfipadnou 1é¢bu
H2-antagonisty, preparaty bizmutu, inhibitory protonové pumpy. Terapie antibiotiky
musi byt ukon&ena alespoii 3 tydny pfed testem.

Analyza vydechnutého vzduchu se provadi hmotnostni spektrometrii (IRMS),
ktera je povaZovéna za zdkladni a referenéni metodu pro v3echny dechové testy
s izotopem uhliku ’C. Alternativnimi moZnostmi stanoveni jsou metody
infratervené spektrometriec (NDIRS) a laserové spektroskopie (LARA®). Podle
pouzité analytické metody se li3i i objem odebiraného vzduchu.

Senzitivita a specificita testu pfesahuje 95 %, k provedeni vy$etfeni je vSak nutna

spoluprace pacienta [15-19].

Detekce antigenu Hp ve stolici

Test pro prikaz antigenu Hp je doporu€ovén jako alternativa k UBT. Toto
vySetfeni je oblibené zejména u pediatrl, jelikoZ je zcela neinvazivni a neni
vyzadovana Zzadna spoluprice pacienta. Nevyhodou je nutnost manipulovat se stolici.
Princip spogivd ve vazb& antigenu se specifickymi protildtkami a je dostupny ve
dvou uspofadanich: jako ELISA ¢&i jako POCT imunochromatograficky (rapid) test.

Test ELISA byl poprvé pfedstaven na sjezdu Americké mikrobiologické
spole¢nosti v roce 1997 a brzy se stal sou¢ésti doporuéenych vySetfovacich postupi
jako levn&jii alternativa UBT. V Ceské republice byl test zafazen mezi standardni
vySetfeni do Seznamu zdravotnich vykonid v roce 2002 [20]. Prvni testy pracovaly
s polyklondlnimi  protilitkami, nov&ji zafali vyrobci pouZivat protilatky

monoklonélni. Jejich spolehlivost je srovnatelna (viz Tabulka 1).

Senzitivita Specificita
ELISA polykionéini 85-100 % 85-100 %
ELISA monokionélini 92-96 % 90-100 %
Rapid testy 85-92 % 85-93 %

Tabulka 1 Diagnostickd senzitivita a specificita metody ELISA a rapid testl
v literatufe [20-34]

Na rozdil od metody ELISA imunochromatografické testy nevyZaduji laboratorni
vybaveni. Vysledky jsou k dispozici b&éhem n&kolika minut a vy3etfeni lze provést
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ptimo v ordinaci lékafe. Oproti testim ELISA v3ak byvaji o 10-15 % méné pfesné.
V soudasnosti existuji i rapid testy, které stanovuji pouze kmeny produkujici CagA
a VacA. Princip rapid testu je popsén v experimentélni &4sti této préce.

Analyza DNA v stolici

Stejné jako v bioptickych materidlech i ve stolici 1ze provadét vySetfeni DNA.
Extrakce a amplifikace DNA ze vzorki stolice je v3ak obtiZnd. ProtoZe neni Hp
intestinélni patogen, vyskytuje se ve stolici jen v malém mnoZstvi. Stolice obsahuje
smés riznorodého materidlu — polysacharidy, produkty degradace potravy,
metabolické produkty, velké mnoZstvi nesouvisejici DNA a mnoho typld bakterii —
ktery zplisobuje problémy pfi PCR. Déle jsou ve stolici pfitomny inhibitory DNA
polymerazy, jejichZ neptiznivy vliv je potfeba pfi analyze odstranit.

V turecké préci [35] byla pouZita u 54 vzorkid klasickd PCR technika, produkty
amplifikace byly vizualizovidny na agarézovém gelu. Diagnostickd senzitivita
i specificita testu viak byly mnohem ni?3$i neZ u konventnich metod — 65,22 %
a 75 %.

V jiz zmitiované rakouské studii [10] byly vySetfovény real-time PCR technikou
mimo bioptickych vzorkdi i vzorky stolice. Detekéni hranice DNA zde byla
10 a% 15 pg/g stolice, coZ odpovidd 5,5-8,5 - 10° bakterii. Senzitivita a specificita
testu pro detekci Hp byly 98 %, pro stanoveni citlivosti na klaritromycin 82 a 73 %.

I zde plati, Ze je vySetfeni DNA vyhrazeno prozatim vyzkimnym G&elim.
Vzhledem ke snadné dostupnosti vzorku by viak tyto metody mohly zaujimat
vyznamné misto v diagnostice Hp.
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2 Material a metody

Cilem prace bylo provedeni dvou riznych imunochromatografickych metod
(rapid testi) pouZivanych pro detekci helicobacterového antigenu ve stolici,
posouzeni zplisobu prace s nimi a srovnani jejich vysledki s rutinni metodou ELISA.
Jelikoz vyrobci nekladou vysoké néroky na pfesnost odméfeni pouZitého mnoZstvi
vzorku pro testovani, bylo dal$im cilem zjiténi vlivu riznych hmotnosti vzorku na
vysledek testu. A protoZe jsem mél k dispozici star$i zmraZené vzorky a vysledky
ziskané metodou ELISA, bylo nezbytné ovéfit, zda jsou vysledky této metody stale
platné a vzorky i vysledky lze pro dany el pouZit.

Vyzkum jsem provadél v gastroenterologické laboratofi Ustavu klinické
biochemie a laboratorni diagnostiky Vseobecné fakultni nemocnice a 1. lékafské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze (leBLD) v bfeznu 2007. Laboratorni teplota se
pohybovala mezi 20 a 25°C, podminky byly b&hem jednotlivych méfeni

srovnatelné.

2.1 Ovéfeni pouzitelnosti vysledki metody ELISA a starSich

zmraZenych vzorku stolic

Pro sviij vyzkum jsem mél k dispozici star§i zmraZené stolice (stolice byly
uchovavané pfi teploté —70 °C, nejstar$i vzorek byl potfizen v zafi 2002) a jejich
vysledky ziskané metodou ELISA. Tyto vzorky vétSinou pochédzely z pfedchozi
studie [7]. Abych tyto vzorky mohl pouZit pro své experimenty, bylo nezbytné ovéFit
jejich spolehlivost: Nechal jsem zopakovat test ELISA u deseti ndhodn& vybranych
ELISA pozitivnich vzorki. Stanovem bylo provedeno enzymovou imunoanalyzou
Amplified IDEIA™ Hp StAR™, metodou, ktera se rutinn& provadi na UKBLD a
kterd byla pouZita i vdob& pofizeni vzorki. Po provedeni testu jsem porovnal

plivodni vysledky ELISA a vysledky nové.

Amplified IDEIA™ Hp StAR™ je kvalitativni test, ktery slouZi ke stanoveni
pfitomnosti antigenu Hp v lidské stolici. Vysledky napomahaji k diagnostice infekce
bakterii Hp a sledovéni vysledkd eradikagni terapie u dospélych a dé&ti po 4-6
tydnech od jejiho ukondeni, dale pak i k diagnostice reinfekce. Vyrobce udava
diagnostickou senzitivitu 95,3-100 % a specificitu 96,9-99,4 %, coz doklad4 tfemi
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studiemi, provedenymi u dosp&lych (n=356), déti (n=239) a deti po eradika¢ni
terapii (n = 40). Déle vyrobce prohladuje, Ze nebyla pozorovéna zkiiZena reakce testu
na antigeny jinych bakterii, které by se mohly ve stolici vyskytovat. Testovany byly
rody Acinetobacter, Aeromonas, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Enterococcus, Escherichia, Lactococcus, Listeria, Proteus, Providencia,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Serratia, Staphylococcus a Streptococcus.

Principi4lné se jednd o sendvi¢ovou ELISA, vyuZivajici technologii zndsobené
imunoanalyzy. V 96 (12 x 8) jamkdch mikrotitratni destitky jsou naadsorbovany
monoklondlni protilatky specifické pro antigen Hp.

Vzorek stolice se rozpusti v diluentu (pufrovaného roztoku o pH 7,4
s antimikrobialnimi prostfedky) a zcentrifuguje se.

V jednom kroku se do jamek napipetuje supernatant ze suspenze stolice zroven
s monoklonalnimi protildtkami znadenymi kfenovou peroxiddzou (konjugét). B&éhem
inkubace se antigen Hp, pfitomny ve vzorku, navdZe na protilatky na desti¢ce i na
protilatky zna&ené. Tim vznikne ,,sendvi¢ovy komplex*.

Jamky se promyji pufrovanym roztokem o pH 7,4 s detergentem
a antimikrobidlnimi prostfedky, aby se odstranil nenavdzany konjugat. Pak se ptida
bezbarvy jednoslozkovy substrat — tetramethylbenzidin. Navazana peroxiddza
oxiduje substrdit na modry barevny produkt. Pfidanim zastavovaciho roztoku
(kyseliny sirové) se reakce pferu$i a modra barva se zmé&ni na Zlutou. Intenzita
zabarveni se stanovi dudlné vertikdlnim fotometrem pfi vinovych délkach 450
a 650 nm.

Test Amplified IDEIA™ Hp StAR™ provedla gastroenterologick4d laboratof
UKBLD. Pro novou analyzu bylo vybrano deset vzorkd, které byly testem v dob&
odb€ru vyhodnoceny pozitivn€. Podle pokyni vyrobce se jako pozitivni oznagily
vzorky s hodnotou absorbance vy$si nebo rovnou 0,150; negativné se hodnotily

vzorky s absorbanci niZsi nez 0,150.

2.2 Zjisténi vlivu mnozstvi odebrané stolice na vysledek rapid testu

Za tCelem zjist&ni zavislosti vysledku rapid testd na mnoZstvi odebrané stolice
Jsem provedl jsem nasledujici experiment: Zvolil jsem 3 vzorky — dle ELISA jeden

vyrazné pozitivni, jeden slab& pozitivni a jeden negativni. U viech vzorkii jsem
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provedl testy helicoCARE direct a RAPID Hp StAR™, a to pro 3 riznd mnoZstvi
stolice. Testem helicoCARE direct jsem pak otestoval jesté dalsi 2 vzorky, které byly
metodou ELISA hodnocené pozitivné.

Test helicoCARE direct

Test helicoCARE direct je imunochromatograficka analyza pro kvalitativni
stanoveni antigenu Hp ve stolici, slouZici k diagnostice a sledovani isp&3nosti terapie
pfi infekci Hp. Vyrobce udavé citlivost testu 4-8 ng antigenw/ml. Diagnostickou
senzitivitu a specificitu doklddd studii na 102 pacientech — senzitivita je 89 %,
specificita 96 %.

Po aplikaci vzorku do otvoru ,S“ — Sample (vzorek) se konjugit anti-Hp
monoklonadlni mys$i protilitky a koloidniho zlata v ptipadé pozitivity vaze
s antigenem Hp, pfitomnym ve vzorku.

Vznikly komplex se na nosi€i kapilaritou pohybuje k linii ,,T* — Test, kde je
imobilizovana dal§i my$i monoklonélni protilatka proti antigenu Hp. Zde dojde
k navazani komplexu a diky koloidnimu zlatu vznikne &ervenofialovy pruh.

Vnitfni pozitivni kontrolu tvoli konjugit IgA polyklonalni krali¢i protilatky
s koloidnim zlatem, ktery je nezévisly na pfitomnosti antigenu Hp. Ten se pohybuje
k imobilizované polyklonélni ov¢i protikrali¢i protilatce, na niZ se navaze, a vytvofi
tak kontrolni barevny pruh oznageny ,,C* — Control (kontrola), ktery signalizuje
spravné provedeni testu.

Vysledek se hodnoti vizu4lné€: Pokud se zbarvi linie ,,T“ i ,,C*, je test pozitivni,
zbarvi-li se pouze ,,C*, vysledek je negativni. Test je neplatny, pokud nedojde ke

zbarveni linie ,,C*“. Zptisob hodnoceni pfehledné popisuje Tabulka 2.

Linie
Hodnoceni
T (o]
. Pozitivni
Negativni
Neplatny
Neplatny

Tabulka 2 Hodnocenl imunochromatografického testu
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Souprava obsahuje 25 testovych kazet s pohlcovatem vlhkosti (zabalenych ve
folii), navod k pouZiti (v anglickém jazyce), 25 odbérovych systému se $titky,
25 informaci pro pacienty (v anglickém jazyce) a 25 plastikovych uzaviratelnych
sacku.

Pacient odebira vzorek stolice pomoci plastového odbérového systému, jenZ se
sklada z uzaviratelné nadoby s pufrem a vi€¢ka s odbérovou ty¢inkou. Na nadobce je
nalepeny $titek pro ozna&eni vzorku. Odb&rova ty¢inka je pfipevnéna k vnitfni strané
vi¢ka a na konci je opatfena zavitem. Ten slouzi k odméfeni potfebného mnozstvi
stolice — vyrobce poZaduje jen takové mnoZstvi stolice, které se zachyti do zavitu,
zbytek je tfeba otfit. Po zadroubovani vitka je &ast zavitu ponofena do pufru. B¢hem
provad&ni testu pak systém slouzi jako kapatko, kterym se roztok aplikuje do testové
kazety, poté co se odlomi vrchol uzavéru.

Testové kazety jsou vyrobeny z bilého plastu a maji obly tvar. Uprostfed kazety je
okénko, skrz které je vidét na nosi¢ s imobilizovanymi protilatkami, kde se b&hem
provad&ni testu formuji barevné pruhy. Vedle okénka se nachazi otvor pro nakapani
suspenze, nad okénkem pak pole pro oznafeni kazety. Pod okénkem a otvorem
najdeme vystupujici pismena ,,C*, ,,T* a ,,S“. Jejich vyznam je vysvétlen vy3e.

K provedeni testu neni potfeba s vyjimkou buniiny a hodinek Zadné dalsi
laboratorni vybaveni. J4 jsem pouZil namisto ruéniho protfepavani tfepacku,

z metodickych diivodii jsem navic pouZival analytické vahy.

Vybrané vzorky stolic p&ti pacientdi jsem rozmrazil. U kazdého pacienta jsem
odebiral 3 riiznd mnoZstvi stolice. Analytické véhy jsem vytaroval na prazdnou
odb&rovou tylinku. Odebral jsem prvni vzorek stolice podle pokynii vyrobce:
odb&rovou ty€inku jsem ponofil do stolice, pfebyte€nou stolici jsem otfel do
buni¢iny tak, aby zilstala pouze v zavitu, a zvazil ji. Potom jsem ji vloZil zpé&t do
oznagené nidobky s pufrem a dobfe zasrouboval uzavér. U druhého vzorku jsem po
vytarovéni odebiral pfiblizn¢ dvojnasobné mnoZstvi, tfeti vzorek byl ptiblizng
polovi¢ni oproti prvnimu. Timto zptisobem jsem ptipravil celkem 15 vzorka.

Nédobky jsem 15 sekund tfepal na tfepadce a uloZil do chladni¢ky.

Po 24 hodinach jsem vzorky vyndal a vzorky i testové kazety, které jsem oznagil,

jsem nechal vytemperovat na laboratorni teplotu. Odlomil jsem hroty na uzavérech
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odbérovych systémi a do jamky ,,S* v kazetach nakapal dle navodu vzdy po dvou
kapkach roztoku pfislu$ného vzorku. V pribé¢hu 10 minut jsem testy vyhodnotil.

Vyhodnoceni probihalo za denniho svétla.

Test RAPID Hp StAR™

Test RAPID Hp StAR™ je rychla kvalitativni imunochromatograficka analyza pro
ptimou neinvazivni detekci antigenu Hp v lidské stolici, pouzivany pro diagnostiku
infekce Hp, monitorovani uspénosti eradikace Hp po 4—6 tydnech od ukon&eni
terapie a dale k diagnostice reinfekce. Test pracuje se stejnymi monoklonalnimi
protilatkami, které pouziva Amplified IDEIA™ Hp StAR™. Spolehlivost testu
vyrobce doklada 4 studiemi: u dosp€lych pacientl (n=227) je shoda s Amplified
IDEIA™ Hp StAR™ 93 %; pfi monitoraci eradikacni terapie vzhledem k dechovému
uredzovému testu (n = 95) relativni specificita 94,2 %, negativni prediktivni hodnota
94.5 %, shoda 92,6 %; u primarni diagnézy helicobacterové infekce (n=80) je
vzhledem k Amplified IDEIA™ Hp StAR™ relativni senzitivita 97,6 %, relativni
specificita 97,4 %; u primarni diagnézy u déti vzhledem ke zlatému standardu
dosahuje relativni senzitivita 74,5 %, relativni specificita 89,7 %, pozitivni
prediktivni hodnota 86,4 %, negativni prediktivni hodnota 80 % a shoda 82,6 %.
Zktizenou reaktivitu testu vyrobce vyluCuje pro rody Acinetobacter, Aeromonas,
Bacillus, Bacterioides, beta-hemolyticky Streptococcus, Campylobacter, Candida,
Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Haemophillus,
Klebsiella, Lactobacillus, Listeria, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia,
Shigella a Staphylococcus.

Na startu testového stripu (pruhu) jsou dvé rtizné monoklonalni protilatky,
specifické pro antigen Hp. Jedna z t&chto protilatek je konjugovana s koloidnim
zlatem, druhé s biotinem.

Po ponofeni stripu do suspenze vzorku se tekutina pohybuje vzhiru po
nitrocelulézové membrané, kde rozpousti protilatkové konjugaty. Antigen ptitomny
ve vzorku se navaZe na tyto dva konjugaty za vzniku komplexu. Kazdy komplex se
tedy sklada z antigenu a obou konjugati: protilatky konjugované s koloidnim zlatem
a protilatky konjugované s biotinem. Komplexy migruji vzhiru, dokud nedosahnou

imobilizovaného streptavidinu, na ktery se navaZe biotinova &ast komplexu, &imz se
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utvoti &ervenofialovy pruh (linie ,,T* — Test). Zbyvajici nenavazany konjugat
s koloidnim zlatem stoupa déle a je zachycen protimy$i polyklonalni protilatkou,
ktera je imobilizovana v kontrolni z6ng, za vzniku druhé barevné linie (linie ,,C* —
Control), kter4 informuje o tom, Ze test byl proveden spravné.

Vysledek testu se hodnoti vizualng. Pokud se zbarvi linie ,,T“ i ,,C*, je test
pozitivni. Zbarvi-li se pouze ,,C* vysledek je negativni. Test je neplatny, pokud
nedojde ke zbarveni linie ,,C“ (viz Tabulka 2, strana 19).

Souprava obsahuje ndvod (v anglickém, francouzském a né¢meckém jazyce),
25 ¥pejli, 20 plastikovych pipet (cejchovanych po 0,1 ml), 20 testovych stripi
v prihlednych zkumavkach, 20 diluenti (1,35 ml pufru obsahujiciho antimikrobidlni
prosttedky, zvifeci sérum a detergent).

Vyrobce nedodéva vlastni odbérovy systém. Ten musi pacientovi poskytnout
vySettujici, vzorek k testovani se pak odebira pomoci 3pejle a ptenese se do sklen&éné
nadobky s diluentem, Sroubovacim vitkem a nalepenym Stitkem pro oznadeni
vzorku. Testové zkumavky s plochym dnem jsou z plastu, také vybavené stitkem.
Plastové vi¢ko se vytahuje bez Sroubovani, na jeho spodni &asti je hranol a klin, které
mezi sebou drZi testovy strip. Na stripu je start ozna¢en dvéma silnymi Sipkami. Ve
stfedni &asti je bilé pole s imobilizovanymi protilditkami. Do pole smé&fuji z obou
stran 3ipky oznacujici pruh ,,T“, respektive ,,C“. Cely strip je aZ na startovou &ast
potaZen plastovou membréanou.

K provedeni testu neni mimo hodinek potfeba dalsi laboratorni vybaveni, ja jsem
pouzil volitelnou tfepatku a opét z metodickych divodd analytické vahy. JelikoZ
byly n€které vzorky ptili§ fidké, pouZival jsem také automatickou pipetu a modré
$pi¢ky s odstfizenym koncem.

Vybrané vzorky stolic tfi pacientd jsem rozmrazil. U kaZdého pacienta jsem
odebiral 3 riznd mnoZstvi stolice. Analytické vahy jsem vytdroval na prazdnou
Spejli. Odebral jsem prvni vzorek stolice podle pokynii vyrobce — $pejli jsem nabral
vzorek o velikosti hrasku (ptiblizn& 0,1 g). Spejli se vzorkem jsem zvéZil, potom
pfenesl do diluentu a naddobku dobfe zairouboval. U druhého vzorku jsem po
vytarovani odebiral pfibliZné dvojnasobné mnoZstvi, tfeti vzorek byl ptiblizn&

polovi¢ni oproti prvnimu. Na ¥idké vzorky jsem misto pejle pouzival na odvaZeni
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automatickou pipetu, pipetoval jsem pfimo do nadobky s diluentem, na kterou jsem
pfedem vytaroval analytické vahy. Pomalu jsem stlatoval pist pipety, dokud jsem
neziskal poZadovanou hmotnost. Timto zpisobem jsem pfipravil celkem 9 vzorkd.

Nadobky jsem 15 sekund tfepal na tfepatce a uloZil do chladniCky.

Po 24 hodinich jsem vzorky vyndal a vzorky i zkumavky s testovymi pruhy jsem
nechal vytemperovat na laboratorni teplotu. Otevfel jsem zkumavky a vyndal testové
pruhy. Pomoci jednorazovych kalibrovanych plastovych pipet jsem do zkumavek
napipetoval po 350 pl suspenze. Dbal jsem na to, aby se do pipety nenasaly kousky
stolice. Testové pruhy jsem vratil do zkumavek tak, aby byly baze stripii ponofené
v suspenzi. Zkumavky jsem nechal stit ve svislé poloze po dobu 15 minut pti
laboratorni teploté. B¢hem péti minut od konce inkubace jsem odeéetl vysledky, a to

za denniho svétla.

2.3 Srovnani metod

V této &asti jsem experimentdln€ porovnaval oba rapid testy — helicoCARE direct
a RAPID Hp StAR™ — vzijemné a s metodou Amplified IDEIA™ Hp StAR™
Zminénymi metodami jsem vySetfil 50 vzorku, které pochazely od osob ve véku
24 a7 81 let — 37 Zen a 13 muZd.

Test Amplified IDEIA™ Hp StAR™

Jelikoz jsem mél k dispozici vysledky této metody z doby pfiyjmu vzorkd,
neprovadél jsem ji znovu. Metodika ovéfeni jejich pouZitelnosti, princip a vlastnosti

metody jsou popsany v &asti 2.1.

Test helicoCARE direct

Testy jsem provadél celkem ve &tyfech dnech s tim, Ze vlastni test a jeho
vyhodnoceni probihalo vzdy nasledujici den po pfipravé& vzorki. Popis testu a jeho
princip je uveden v &4sti 2.2.

Vybrané vzorky stolic jsem rozmrazil a oznatil si odb&rové systémy. Analytické
vahy jsem vytdroval na prazdnou ty&inku odb&rového systému. Vzorky stolice jsem
odebiral podle pokynii vyrobce — odbérovou ty&inku jsem ponofil do stolice,
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piebyte¢nou stolici jsem otfel do bunitiny tak, aby zlstala pouze v zévitu, a zvazil ji.
Potom jsem ji vloZil zp&t do oznatené nadobky s pufrem a dobte zaSrouboval uzaver.
Timto zpiisobem jsem zpracoval vSechny vzorky. Nadobky jsem 15 sekund tfepal na
tfepacce a uloZil do chladni¢ky.

Provedeni testu pak uZ probihalo standardng, jak je popsano v &asti 2.2.

Test RAPID Hp StAR™

Test RAPID Hp SIAR™ jsem provadél paralelné s testem helicoCARE direct,
taktéZ ve &tyfech dnech. Stejn€ jako u helicoCARE direct jsem jeden den vzorky
ptipravil a druhy den provadél vlastni test v&etn€ vyhodnoceni. Popis metody a jeji
princip je uveden v &asti 2.2.

Pouzival jsem rozmraZené vzorky stolic z pfedchoziho testovani. Oznadil jsem si
nadobky s diluentem. Analytické vahy jsem vytaroval na prazdnou $pejli. Odebiral
jsem vzorky stolice podle pokynti vyrobce — 3pejli jsem nabral vzorek o velikosti
hraku (ptiblizn& 0,1 g). Spejli se vzorkem jsem zvaZil, poté ptenesl do diluentu
a nadobku dobfe zasrouboval. Timto zpisobem jsem pfipravil viechny vzorky.
Suspenze jsem 15 sekund tfepal na tfepa&ce a uloZil do chladniky.

Provedeni vlastniho testu pak jiZ probihalo také standardné, je popsano v &asti 2.2.

Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni miry shody mezi metodami jsem pouZil Coheniv
koeficient k. Tento nastroj (na rozdil od prostého procenta dosaZené shody) bere
v Gvahu i shody vzniklé ndhodou, tedy takové, které by vznikly na zikladé zcela
ndhodnych vysledki (ofekévana shoda). Koeficient k tedy popisuje miru shody mezi
dv&ma soubory po odstranéni vlivu o&ekavané shody a ¥ik4, jaky podil z maximalni
shody nad rdmec shody o&ekavané byl dosaZen. V ptipadg, Ze je shoda mezi ob&éma
soubory naprostd, pak k=1 (koeficient nabyvd maximalni hodnoty), odpovida-li
shoda pouze shod& vzniklé v dusledku nahody, x = 0. K jeho vypo&tu jsem pouzil
webovy kalkulétor http://faculty.vassar.edu/lowry/kappa. html.

U obou rapid testl jsem spotital relativni senzitivitu, specificitu a pfesnost, kde
referenéni metodou byla metoda ELISA. Vypolty jsem provad&l podle niZe

uvedenych vzorci:
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SP
senzitivita= ’
SP+FN

SN
SN+FP’

SP+SN
SP+SN+FP+FN’

kde SP jsou vysledky spravn€ pozitivni, SN sprévné negativni, FP fale$n& pozitivni

specificita=

piesnost=

a FN fale$né negativni.

Obrazové pfilohy

Fotografie pofidil as. MUDr. Petr Kocna, CSc., za pouZiti digitdIlniho fotoaparétu
OLYMPUS Camedia C750-UZ.
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3 Vysledky a diskuze
3.1 Ovéfeni pouzitelnosti starSich zmrazenych vzorku stolic

Vysledky testu Amplified IDEIA™ Hp StAR™ byly ve viech ptipadech pozitivni.
Pozitivita tak byla v porovnani s vysledky ziskanymi stejnou metodou v dob& odbéru
vzorkid zachovana.

Jak vyplyva z Grafu 1, nebyl zaznamenin ani vyrazny ubytek absorbance
v rozmrazenych vzorcich oproti méfeni v dobé pfijmu vzorki. Odli$né hodnoty lze
vysvétlit nehomogenitou stolice.

Vysledky metody ELISA provedené v dobé odbéru vzorku lze proto pouZit pro
hodnoceni v dalSich experimentech. Jak laboratof ovéfila, uchovavani stolic pfi
teploté¢ —70 °C patrn€ zajiStuje dostate¢nou stabilitu antigenu, takZe se vzorky je

moZné pracovat pfi dal$imu vyzkumu.

4,000

3,500

|

3,000

2,500

2,000

absorbance

1,500

1,000

0,500

0,000

ELISA 1 ELISA 2

Graf 1 Stabilita antigenu ve zmrazené stolici
Vysledky ELISA 1 jsou z doby odbé&ru vzorku, ELISA 2 pfedstavuje
opakovani testu v roce 2007. Preru$ovana &ara znaé&i hranici pozitivity (cut-
off = 0,150).
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3.2 Zjisténi vlivu mnoZstvi odebrané stolice na vysledek rapid testu

Viechny vysledky rapid test byly platné. U vzorku 5 v3ak nebyl test helicoCARE
direct proveden, nebot’ v odbérovém systému chybél diluent. Vysledky popisuje
Tabulka 3.

Vzorek &islo 1, ktery byl metodou ELISA stanoven slabé pozitivng, vysel testem
RAPID Hp StAR™ ve viech koncentracich suspenze pozitivng, test helicoCARE
direct byl naopak bez vyjimky negativni. Druhy vzorek, dle ELISA negativni, nedal
ani v 24dném z rapid testi pozitivni reakci. Vzorek tfi, ELISA vyrazn& pozitivni,
nereagoval vtestu helicoCARE direct pozitivn€ pouze pfi nejniz$i koncentraci
vzorku. RAPID Hp StAR™ byl u tohoto vzorku pro vechny koncentrace pfekvapivé
negativni. Tento vzorek a vzorek 2 musel v3ak byt pro svou vysokou tekutost
pipetovan.

Ctvrty vzorek byl testovan pouze metodou helicoCARE direct. Byl opét ELISA
vysoce pozitivni a rapid test vySel negativné pouze u nejniZz3i koncentrace.
U posledniho vzorku s opét pozitivni ELISA a opét testovaného pouze testem
helicoCARE direct jsem ziskal vysledek pouze u koncentrace standardni
a dvojnasobné, které vy$ly vyrazné pozitivné. NejniZ§i koncentrace nemohla byt
otestovana, jelikoZ v odbérovém systému chybél diluent.

Vysledky této &asti vyzkumu nebyly jednoznaéné z divodu nizkého poétu
provedenych testi, k ¢emuZ pfispélo i nedokon&ené stanoveni u vzorku 5. U jednoho
vzorku, ktery byl ELISA slabé pozitivni, nedal test helicoCARE direct pozitivni
reakci ani v nejvy$$i koncentraci suspenze. Ve dvou pfipadech nedo$lo u téhoZ testu
u nejniZ8i koncentrace k pozitivni reakci, pfestoZe vy$si koncentrace pozitivni byly.
U testu RAPID Hp StAR™ existuji podklady pro zhodnoceni pfipadné fale$né
negativity pouze z jednoho vzorku, nebot’ druhy ELISA pozitivni vy3el neo&ekavané
pro viechny koncentrace negativné. Ze ziskanych dat lze usuzovat na to, Ze
dvojnasobné mnoZstvi nabrané stolice nezplisobi vysyceni protilatek v testu a nevede
k falen¢ negativnimu vysledku. Ani fale$na pozitivita se u suspenzi s vysokou
koncentraci neprojevila. Poloviéni mnoZstvi testovaného vzorku v3ak muZe,
miniméaln¢ u testu helicoCARE direct, zapfitinit fale$n€ negativni vysledek. Pro

validni z4véry by viak bylo nezbytné zopakovat tento experiment s vét$im po&tem

vzork.
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helicoCARE | RAPID Hp

ELISA 1 ELISA 2 direct StAR™

Vzorek

Inicialy

Datum
Poznémka

§§§ §g§§§=

Absorbance
Hodnoceni

45| NEG 42 | POZ
1 {HR ] 15.5.2003 | 0,786 | POZ | 0,740 | POZ 59| NEG | 105 | POZ
23,1 | NEG | 252 | POZ

45| NEG 56 | NEG
2 | KN | 262003 | 0,043 | NEG - - 6.7 | NEG 96 | NEG | pipetovano
25,5| NEG | 246 | NEG

3,6 | NEG 61| NEG
3 | KN| 842003} 3,373 | POZ | 3,000 | POZ | 150| POZ 96 | NEG | pipetovano
24,01 POZ | 237 | NEG

39| NEG | - -
4 | MP | 2032003 | 3,125 | POz | 3100 | POZ [ 89| POz | - _
240| Poz | - _
371 Ns | - -
5 | sv|2112003}|1317]| poz | 1,900| POz | 87| POz | - _
215 poz | - Z

Tabulka 3 Vliv mnozstvi odebrané stolice na vysledek rapid testu
Vysledky ELISA 1 jsou z doby odbéru vzorku, ELISA 2 pfedstavuje
opakovani testu v roce 2007. POZ — pozitivni test, NEG — negativni test,

NS - nestanoveno.

3.3 Porovnani rapid testu s testem ELISA

Test ELISA je metoda laboratorni, tudiZ jeji provedeni vyZaduje laboratorni
vybaveni, napf. automatické pipety, centrifugu &i vertikdlni fotometr. Teoreticky je
moZné na jedné desti¢ce s 96 jamkami provést 94 vy$etteni (2 jamky se spotfebuji na
pozitivni a negativni kontrolu). Pracuje-li laboratof v dubletech, klesd pocet
stanoveni na 47. Musi ale nashromazdit 47 vzorki, aby mohla vy$etfeni provést, coZ
pochopiteln€ znamend zpoZdéni vysledki. Metoda proto umoZiluje pracovat
s jednotlivymi ,sloupci* destitky, které sestavaji z 8 jamek. V jednom ,;sloupci® lze
vy3etfit 6 pacientlt nebo 3 v dubletech. V tomto uspofadani viak padne &tvrtina
jamek na kontroly, takZe nadklady na jedno stanoveni vzrostou oproti pfedchozi

variant& (stanovem na celé destigce) o tfetinu.
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Imunochromatografické testy nevyZaduji Zadné specialni vybaveni. Lze je provést
ptimo v ordinaci lékafe u kazdého pacienta zvlast' a vysledek je zndmy do 20 minut.
Jsou viak povaZzovany za méné spolehlivé. Problémem je i interpretace testii, nebot’

jejich hodnoceni je vizudlni, a tudiZ je zatiZeno subjektivitou.

3.4 Zhodnoceni vysledku dvou ruznych rapid testu a jejich porovnani
s testem ELISA

Vysledky vsech rapid testi byly platné. U testu RAPID Hp StAR™ bylo S vzorki
hodnoceno pozitivné aZz po 20 minutach od ponofeni stripu do suspenze, jeden
vzorek aZ po tficeti.

Metodou Amplified IDEIA™ Hp StAR™ bylo z 50 vzorkli 33 stanoveno
pozitivng, rapid test helicoCARE direct dal pozitivni reakci ve 27 ptipadech, RAPID
Hp StAR™u 21 vzorki.

Vysledky obou rapid testti se shodovaly u 40 vzorki, k = 0,605 (95% interval
spolehlivosti 0,386 az 0,824), helicoCARE direct s ELISA ve 42 pfipadech,
k = 0,672 (95% interval spolehlivosti 0,465 aZz 0,878) a RAPID Hp StAR™ s ELISA
u 38 vzorki, k=0,543 (95% interval spolehlivosti 0,312 az 0,775). Lep$i shodu
s ELISA mél tedy test helicoCARE direct.

Testem RAPID Hp StAR™ nebyl Zadny vzorek, ktery by byl metodou ELISA
vyhodnocen negativné, oznalen opaéné. U helicoCARE direct nastala tato situace
v jednom piipadé.

Relativni sezitivita, specificita a pfesnost vzhledem k referenéni metodé ELISA
u testu helicoCARE direct byly 79 %, 94 % a 84 %, u testu helicoCARE direct 64 %,
100 % a 76 %.

helicoCARE direct

NEG POZ Soucet
RAPID Hp StAR™ NEG 21 8 29
POZ 2 19 21
Soudet 23 27 50

Tabulka 4 Kontingenéni tabulka rapid testu
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Tabulka 5 Kontingenéni tabulka Amplified IDEIA™ Hp StAR™ a helicoCARE direct

Amplified IDEIA™
Hp StAR™
NEG POZ Soucet
NEG 1
helicoCARE direct 6 7 23
POz 1 26 27

Amplified IDEIA™
Hp StAR™
NEG POZ Soudet
RAPID Hp SIAR™ NEG 17 12 29
POZ 0 21 21
Soutet 17 33 50

Tabulka 6 Kontingenéni tabulka Amplified IDEIA™ Hp StAR™ a RAPID Hp StAR™

Statistické parametry hmotnosti pouzitych vzorku stolic popisuje Tabulka 7.
Ptehled o rozlozeni jejich Cetnosti podavaji Graf 2 a Graf 3. Primérnd hmotnost
vzorku pro test helicoCARE direct byla piiblizné¢ 14x mens$i nez pro RAPID Hp
SIAR™, smérodatna odchylka byla mensi asi 12x. Jelikoz pracuje test helicoCARE
direct s mnohem mens$imi hmotnostmi, musi byt i pfesnost odbéru vys$si. Nicméné
porovnani primérnych hmotnosti vzorkii a smérodatnych odchylek u obou testii

ukazuje, Ze variabilita hmotnosti je proporcionalné u obou testl srovnatelna.

helicoCARE direct RAPID Hp StAR™
Aritmeticky pramér 7.1 101,9
Smérodatné odchylka 1,9 22,6
Minimaini hodnota 2,8 51,0
Maximalinf hodnota 11,0 218,0

Tabulka 7 Statistické parametry hmotnosti pouzitych vzork

VSechny hodnoty jsou uvedeny v miligramech.
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Graf 2 Histogram hmotnosti vzorkl testovanych helicoCARE direct

hmotnost [mg]

Graf 3 Histogram hmotnosti vzorkl testovanych RAPID Hp StAR™

Ptehled vysledki jednotlivych testd u extrémnich hmotnosti vzorkl vypisuje
Tabulka 8, z niz vyplyva, ze tyto extrémni hmotnosti nemély zdporny vliv na shodu
testi v dasledku chybnych vysledk®, zpisobenych mnoZzstvim vzorkt. Jedinou

pochybnost by mohl vzbudit vzorek 9, ktery v8ak vysel negativni u obou rapid testi.
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Navic se moZnost, Ze by pfi tomto mnoZstvi vzorku doglo k fale$né negativité testu

v diisledku vysyceni protiltek, jevi jako nepravdépodobni (viz &4st 3.2).

Sislo il ELiSA helicoCARE direct RAPID Hp StAR™
vzorku Y H"E:;; st Hodnoceni H"E:;; st Hodnoceni

36 MP NEG 6,0 NEG 51,0 NEG

9 P4 POZ 57 NEG 218,0 NEG

3 SF POZ 2,8 POZ 115,4 POZ

49 RH NEG 11,0 NEG 109,0 NEG

Tabulka 8 Vysledky rapid testl u extrémnich hmotnosti vzorku

U Zadného z rapid testdl jsem nepozoroval zévislost intenzity zbarveni pruhu ,,T*
na hodnoté absorbance méfené u metody ELISA. V né&kterych ptipadech testy
vyrazné€ reagovaly i pfi hrani¢nich hodnotdch ELISA, v jinych vychazely negativné,
ackoli absorbance u ELISA byla vysoka.

3.5 Zhodnoceni viastniho provadéni rapid testu

Pfi svém vyzkumu jsem zjistil, Ze se stripy RAPID Hp SiAR™ vybarvuji déle,
dasto byly velice nevyrazné. Testové pruhy helicoCARE direct se barvily jasnéji,
a proto se mi lépe hodnotily.

Testy helicoCARE direct jsou vybaveny odbérovym systémem, coZ zajistuje vé&tsi
pohodli pro vysetfujiciho, protoZe odpad4 manipulace se stolici. Vzorek totiZ odebira
sam pacient. Zde bych ovSem vidél zdroj potencidlnich problémid. PlestoZe je
vySetfovany pouden informacemi pro pacienty, neni moZné zkontrolovat, jaké
mnoZstvi vzorku skute&né nabere. Dalsi riziko by mohlo spodivat v eventualité, Ze
pacient (at’ uZ nihodné nebo zdmérné&) vylije ze systému diluent, takZe test nelze
provést. Proto je tento systém vhodny pouze pro pacienty, ktefi jsou vzorek schopni
spravné odebrat, coZ se dd pfedem ne vzdy spolehlivé uréit. Z 65 odbérovych
systémi, které jsem mél k dispozici, byly 3 defektni. V jednom diluent Gpln& chybél,
z jednoho velkd ¢&ast vytekla a v jednom bylo asi dvojndsobné mnoZstvi.
Problematické bylo i odlamovani hrotu vitka, protoZe ho &asto bylo nutné nejprve

nafiznout skalpelem. Prace s odbérovym systémem v3ak byla velice &istd a pohodlna.
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Pfesto ale vidim prostor na jeho vylepseni. Jednak by se do usti nadobky mohla
umistit pfepazka s otvorem, ktera by zachytila pfebyte&nou stolici. Timto zplisobem
jsou konstruované odbérové systémy jinych vyrobci. Dal$i moznosti by bylo zafadit
do kapatka filtr, ktery by zabrafioval zaneseni kouski stolice do testu. Otazkou viak
je, zda by toto opatieni zlepsilo spolehlivost testu a neimérné nezvysilo naklady na
vyrobu. Poslednim doporu¢enim by pak bylo zaji§téni patfiéného mnozstvi diluentu
ve viech systémech.

Soudasti testu RAPID Hp SIAR™ Zadny odbérovy systém neni, takZe je potfeba
k ndkladim na vy$etfeni pfipo¢itat jet€ vydaje za vlastni odb&rovou nadobku. Pfi
tomto uspofadani odpadaji problémy popsané vy$e, protoze mnoZstvi stolice urCuje
aZz vySetfujici. Ani u jednoho z 60 diluenti jsem se nesetkal s nespravné
nadavkovanym objemem. Prace viak nebyla tak &istd a pohodlna jako u druhého
rapid testu. Mimo to, Ze se stolice pfenasi $pejli do diluentu, musi se jest€ vznikla
suspenze piepipetovat do plastové zkumavky. B&hem téchto ukond existuje
nebezpedi vyliti diluentu &i suspenze, coz je u helicoCARE direct vyloutené.

Pokud jde o testové stripy, vytkl bych, Ze byly s uzavérem spojeny pfili§ volnég,
takZe v n&€kolika ptipadech vypadly, coZ znepfijemiiuje a zdrzuje praci. Strip je tfeba
zasouvat zpét do zkumavky tak, aby byl natoéen testovym polem do mista, které neni
pfelepeno §titkem, jinak by nedel odedist.

Z ergonomického hlediska tedy hodnotim Ilépe test helicoCARE direct.

Vyhovovala mi &istota a pfimost prace i kazetové uspofadani testu.
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4 Zavery

Béhem mé prace se mi podafilo splnit vyty¢ené cile, jeden z nich vSak jen
¢asteCné.

(1) Stabilita antigenu Hp ve vzorcich stolic uchovavanych pfi teploté —70 °C
zGstala zachovana i po 5 letech.

(2) Vliv mnozstvi stolice na vysledky rapid testi se mi nepodafilo jednozna¢né
prokazat z divodu nizkého po&tu provedenych testh. Ze ziskanych podkladi lze
usuzovat na to, Ze dvojnidsobné mnoZstvi nabrané stolice nezpusobi vysyceni
protilatek v testu, a tudiz nevede k fale§n€ negativnimu vysledku. Ani fale$na
pozitivita se u suspenzi s vysokou koncentraci neprojevila. Poloviéni mnoZstvi
testovaného vzorku vSak miZe, minimaln€ u testu helicoCARE direct, zapfi€init
falesn& negativni vysledek. Pro validni zdvéry by bylo nezbytné zopakovat tento
experiment s vét§im poétem vzorku.

(3) Provedeni rapid testu je oproti metodé ELISA rychlejsi, lze vy3etfit pouze
jeden vzorek, a to pfimo v ordinaci lékafe a nevyzaduje laboratorni vybaveni.
Metoda ELISA je naproti tomu pfesnéjsi a jeji vyhodnoceni je objektivni. Vys3etieni
rapid testem je asi o polovinu draZ$i nez vysetfeni jednoho vzorku metodou ELISA
(pokud je ovSem pouzita cela deska a analyza se neprovadi v dubletech).

(4) Vysledky obou rapid testi se shodovaly v 80 %, mira shody vyjadiena
koeficientem x byla 0,605 (95% interval spolehlivosti 0,386-0,824).

S rutinni metodou ELISA dosahl vy3si miry shody test helicoCARE direct.
Koeficient x = 0,672 (95% interval spolehlivosti 0,465-0,878) se blizi ¢islu 0,7, které
je povazovano za hranici dobré shody. Testy se ve vysledcich shodovaly v 84 %.
Relativni senzitivita, specificita a pfesnost tohoto testu vzhledem k metodé¢ ELISA
byly 79 %, 94 % a 84 %.

Imunochromatorgraficky test RAPID Hp StAR™ mél s metodou ELISA shodnych
jen 76 % vysledk, mira shody x=0,543 (95% interval spolehlivosti 0,312 az
0,775). Mé vysledky se tak neshoduji s informacemi vyrobce, ktery uvadi shodu
s ELISA metodou Amplified IDEIA™ Hp StAR™ 93 %. Relativni senzitivita,
specificita a pfesnost tohoto testu vzhledem k metodé ELISA byly 64 %, 100 %
a 76 %.
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Jelikoz se intervaly spolehlivosti koeficienti x prekryvaji, nelze hovofit
o statisticky vyzamném rozdilu shody jednotlivych rapid testt s testem ELISA.

(5) Souprava testu RAPID Hp StAR™ byla kompletni a neshledal jsem na ni
z4dné zavady. V ptipadé testu helicoCARE direct byla sice souprava také kompletni,
ale 3 odbérové systémy byly defektni.

Ackoli je test RAPID Hp StAR™ esteticky pfivétivéjsi, z hlediska ergonomie
hodnotim lépe test helicoCARE direct. Prace s nim je &ista a pfima. Pripravena
suspenze vysetfované stolice se nakape do testové kazety pfimo z odbérového
systému na rozdil od testu RAPID Hp StAR™, u néhoZ se pfepipetovava do testové
zkumavky. Nesporné vyhody odbérového systému helicoCARE direct jsou vSak
vykoupeny nékterymi nevyhodami, nebot’ vzorek pfipravuje pouze pacient. Mezi né
patfi nemoznost kontroly odebraného mnoZstvi stolice pacientem nebo vyliti
diluentu. Test je proto vhodny pouze pro pacienty, ktefi jsou schopni odebrat vzorek
spravné. Pro pouziti v ¢eskych podminkach by bylo také nezbytné priloZit informace
pro pacienty v Ceském jazyce. U testu RAPID Hp StAR™ ptipravuje vzorek pouze
vySetfujici, takZe nehrozi vzik preanalytickych chyb zpisobenych pacientem.
Preanalyticka faze je proto spolehlivéjsi u tohoto testu. Je v8ak potfeba pfiCist
k nakladim na vy3etfeni vydaje za odbérovou nadobku.

Naklady na jedno vyS$etfeni jsou u obou rapid testd srovnatelné.

Na zakladé& téchto vyse uvedeného jsem dosdel k zavéru, Ze prapid test helicoCARE
direct je vhodnéjsi alternativou k rutinné provadéné metodé ELISA.
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6 Seznam zkratek

ELISA

CagA
CLO
CLS JEP
Hp
HPLC

HP-NAP
IRMS
IRUT
LARA
MALT

NapA
NDIRS
NEG
NS
PAI
PCR
POCT
POZ
RUT
UBT
UKBLD
VacA
WHO

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, destickovda enzymova
imunoanalyza

Cytotoxin-associated antigen A, s cytotoxinem asociovany antigen A
Campylobacter-Like Organism, Campylobacteru podobny organismus
Ceska Iékafska spole¢nost J. E. Purkyng

Helicobacter pylroi

High-Performance Liquid Chromatography, vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

viz NapA

Isotope Ratio Mass Spectrometry

Immunologic Rapid Urease Test, imunologicky rychly ureazovy test
Laser Associated Ratio Analysis

Mucosa-Associated Lymphoid Tissue, s mukdzou asociovana lymfaticka
tkan

Neutrophil activating protein, neutrofily aktivujici protein

NonDispersive Infrared Spectrometry

negativni

nestanoveno

Pathogenicity Island, ostriivek patogenity

Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce
Point-Of-Care Test, vySetfeni u ltizka pacienta

pozitivni

Rapid Urease Test, rychly ureazovy test

Urease Breath Test, ureazovy dechovy test

Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky

Vacuolating cytotoxin, vakuoliza¢ni cytotoxin

World Health Organization, Svétova zdravotnické organizace
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7 Prilohy

Obrazek 1 Test helicoCARE direct — negativni vysledek

Obrazek 2 Test helicoCARE direct — pozitivni vysledek
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Obrazek 3 Test RAPID Hp StAR™ - nadobky s rozpusténymi vzorky

a jednorazovymi pipetami

Obrazek 4 Test RAPID Hp StAR testové zkumavky



Obrazek 5 Rapid testy u téhoz vzorku — helicoCARE direct pozitivni, RAPID Hp
StAR™ negativni

Obrazek 6 Rapid testy u téhoz vzorku — oba pozitivni
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