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Souhm

Infekce H. pylori postihuje vice neZ polovinu svétové populace. Tato bakterie osidluje
predevdim Zaludek a dvanactnik, kde pfeziva diky produkci vysoce aktivni ureazy, ktera ji
chrani pfed kyselym pH Zaludku. Epidemiologické studie naznaduji Ze, cesty pfenosu mohou
byt pfevazné oro-oralni a feko-ordlni, nicméné otiazka pfenosu jest¢ neni definitivné
zodpovézena.

Diagnostické metody stanovujici infekci H. pylori, jsou déleny podle toho, zda je k
ziskani potfebného vzorku nutny invazivni zdkrok (gastrofibroskopie) nebo nikoliv. Tato
prace je zaméfena na metody neinvazivni a to pfedev§im na metody pfimého prikazu
antigenu H. pylori, nebot’ nejvyznamnéj$im cilem mediciny je pfedchazet infekcim anebo
infekci odhalit dfive neZ zpisobi poskozeni organismu. Stanoveni infekce H. pylori bez
nutnosti laboratorniho vybaveni a specializovanych pracovnikd poskytuje metoda LFIA
(lateral flow immuno assay), pomoci niZ lze uréit antigen H. pylori ve stolici béhem péti
minut. Mezi metodami, které se uZivaji v b&Zné praxi je metoda LFIA nejvyhodn&jsim
nastrojem k uréeni infekce. Do budoucna by se mohl tento jednoduchy test rozsifit o
stanoveni specifickych antigent jakou jsou napfiklad proteiny CagA, VacA, které jsou dnes
povaZzovany za vyznamny faktor virulence této bakterie, coZ by velmi vyznamné urychlilo

nejen vyzkum, ale i vyhledavani infekce H. pylori.



Summary

More than half of total world population has been infected by Helicobacter pylori.
This bacteria colonizes stomach and duodenum, where survives producing highly active
urease, that protects Helicobacter of gastric juice acidity. Although epidemiological studies
provide data on oral-oral and feacal-oral transmission, the way and mechanism have not been
made definitetely clear yet.

Diagnostic techniques for detection of H. pylori infection are invasive (requiring
gastrofibroscopy) and non-invasive. This study has been focused on non-invasive techniques
for direct detection of H.pylori antigen, as most important aim of medicine is prevention of
the disease, that could be guarranteed by early diagnostics. Such diagnostics can use - among
others - Lateral Flow Immunoassay - a relatively simple technique that does not require
special laboratory equipment and staff skills. It enables detection of H. pylori antigen in stool
specimens within 5 minutes. LFIA seems to be most advantegous technique out of many
routine ones used for H. pylori infection diagnostics. In future, detection of some other
specific antigens could be added to this test, e.g. proteins CagA and VacA, that are considered

to be H.pylori virulence markers, which would support screening and research in this field.
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1 CiL PRACE

Cilem prace je zhodnotit metody diagnostiky H. pylori, jejich ndvaznost nejen
na praxi klinickou , ale 1 experimentdlni (pfedev§im z hlediska hygienicko-
epidemiologickych studii). Zaméfit se na metody neinvazivni a to pfedev§im na metody
enzymové imunoanalyzy, dechové testy a metody chromatografie. Provézt srovnani
metod z hlediska naroki na laboratorni vybaveni s tim souvisejici moznost testovani
mimo specializované laboratofe, pfedev§im v ordinacich praktického lékare, ktery by se
mél aktivné podilet na vyhledavani a eradikaci infekce. Dal§im kriteriem jsou naroky na
specializaci laboratornich pracovnikl, techniky a jednotlivé postupy zminovanych

metod.



2 UvVOoD

Nejstarsi znamky pozorovani bakterii Sroubovitého tvaru jsou staré vice nez
120 let. Prvni pozorovani téchto bakterii na zvifatech popsal Rappin uz v roce 1881 a
nasledné Bizzozero vroce 1893 [1]. O tii roky pozd¢ji, tedy vroce 1896 Salomon
popisuje tyto bakterie v Zaludku pst, kocek a norskych krys [2].

Teprve zac¢atkem osmdesatych letech dvacatého stoleti, patolog Robin Warren a
gastroentorolog Barry J. Marshall z Royal Perth Hospital v Australii zahgjili praci na
vyzkumném projektu o bakterialni kolonizaci zaludku. Vroce 1982, kdy se stale
nedafrila kultivace bakterii, standardni kultivaéni procedurou trvajici 48 hodin, pomohla
k tak vyznamnému objevu nadhoda. Diky pétidennimu volnu v dobé velikonoénich
svatkd, byly kultivaéni plotny odecteny az po péti dnech, a k velkému piekvapeni se
kone¢né objevily kolonie bakterii podobajicich se Campylobacterim, proto byly
zpo¢atku pojmenovany CLO (campylobacter-like organisms), pozdéji campylobacter
pyloridis. Warren a Marshall prokazali tyto bakterie u vSech svych pacientd
s duodenalnim viedem a u 77 % pacientl s zaludeénim viedem a poprvé tak popsali
souvislost mezi témito campylobactery a viedovou chorobou [3].

Postupem ¢asu se na zakladé molekularné genetické analyzy (srovnani sekvenci
bazi 16S rRNA a zejména podle poméru cytosinu a guaninu v DNA) zjistili odliSnosti
od rodu campylobacter, proto byla tato bakterie zafazena do nového druhu a v roce
1989 dostala jiz definitivni nazev Helicobacter pylori.

V roce 1994 WHO (Svétova Zdravotnickda Organizace) pridala tuto bakterii na
seznam karcinogent. Dal$im alarmujicim faktorem je, Ze ptiblizné polovina svétové
populace je infikovana Helicobacterem pylori.

Za dvacet let intenzivniho studia vlastnosti bakterie a :jeji interakce
s hostitelskym organismem bylo nashromazdéno velké mnozstvi informaci.
Epidemiologicka Setfeni ukazala, Ze Helicobacter pylori v celosvétovém méfitku patii
mezi nejcastéjsi plivodce onemocnéni, a to pfedevsim chronické gastritidy typu B, ktera
milize vyustit ve viedovou chorobu, proto feSeni problému diagnostiky onemocnéni,
cesty prenosu infekéniho agens a progndza prubéhu infekce maji zasadni vyznam.

Velmi dilezité je zdaraznit, Ze morfologické zmény zplsobené infekci nemaji
pevnou vazbu na klinické projevy. Zatimco si néktefi nemocni stéZuji na dyspeptické
potize rizného stupné, néktefi nemocni si infekce nejsou védomi a na zadné obtize si

nestézuji. Naopak gastroenterologové znaji nemocné, kteii trpi dyspeptickymi obtizemi



a infekci Helicobacter pylori nemaji. Dal$i pribéh infekce muze zlstat nadale
bezpfiznakovy, mize byt provazen dyspeptickymi obtiZemi anebo se na podkladé
chronické gastritidy vyvine viedova choroba.

V soudasnosti se hledaji markery na strané infikujiciho kmene, které by uréovaly
dalsi priibéh infekéniho procesu, pozornost se zaméfuje jak na genotyp infikujiciho
kmene, tak na prikaz nékterych dulezitych geni, které koduji proteiny, jejichZz vyznam
v patogenezi je nepochybny. Paralelné se shromazd’uji udaje o nemocnych s riznym
pribéhem jako je napf. asymptomaticka dyspepsie, viedova choroba. Nemocni jsou
sledovani dlouhodobé a hledaji se nalezy, které by pfispély k mozZnosti stanovit
pravdépodobny dalsi vyvoj infekce. Eradikacni terapeutické postupy se pribézné
koriguji tak, aby bylo dosaZeno skute¢né likvidace etiologického agens. Pokud se
eradikace zdafi, zabrani se nejen vzniku eventudlnich recidiv viedové choroby, ale i
vzniku karcinomu v oblasti pyloru a duodena. Tato optimisticka zji§téni vSak byla
ponékud zpochybnéna tim, Ze se u nemocnych po eradikaci infekce Helicobacter pylori
vyznamné zvySuje vyskyt gastroesofagealniho refluxu a vzniku karcinomu jicnu. Tato
pozorovani inspirovala nékteré badatele k myslence, Ze dlouha kolonizace Zaludku
(zejména v korpusu) muze ovliviiovat fyziologické pochody v horni ¢&asti zazivaciho
traktu. SniZuje tak nebezpe¢i gastroesofagedlniho refluxu s naslednym vznikem
karcinomu jicnu, tzn., Ze se Helicobacter pylori chova zplisobem charakteristickym pro
normalni floru jako faktor chranici hostitele. Dulezité je v této souvislosti zjisténi, Ze
klony které v Zaludku zlstavaji po eradikac¢ni terapii patii podle souéasnych piedstav ke
kloniim s nizkou aZ nulovou virulenci. Je mozno uvazovat o tom, Ze terapie snaze
likviduje klony s vy$si virulenci a vyssi ristovou rychlosti, zatimco malo virulentni
klony se jevi jako vice rezistentni k terapii pro svou niZsi riistovou rychlost [7].

Znalost mechanismu patogenity detekce jejich faktori a pfislusnych genti mohou
poslouZit jako podklad pro stanoveni prognosy infekce, ale zejména pro rozhodovani o

racionalnim postupu eradikace infekce eventualné i konstrukce ockovaci latky.



2.1 Charakteristika druhu Helicobacter pylori

H. pylori (obr. 1) je gramnegativni zahnutd nebo spiralni ty¢ka. 0.5-1,0 pm
Siroka a az 5 um dlouha. Podobné jako campylobactery je pfisné mikroaerofilni a pro
svlij rist potfebuje oxid uhli¢ity. Rozdil od campylobacterd tvofi trs (3-6) bi¢iki. které
jsou umistény unipolarné. H. pylori kolonizuje kardii. korpus a antrum lidského
zaludku. Pfechodné se mlzZe vyskytnout v oblasti Zzalude¢ni metaplazie duodena. ve
slinach. zalude¢ni §tavé a stolici. Tato bakterie Zije primarné uvnit Zalude¢niho hlenu.
ke kterému je pfichycena pomoci malych adherentnich ploch buné¢ného téla, nebo pod
spodni vrstvou hlenu., ktera pfimo sousedi s Zalude¢nim epitelem. Ojedinéle mize
pronikat az do krevniho ob&hu [10]. Sroubovity tvar a bi¢iky umoznuji bakterii
snadngj$i pohyb v zalude¢nim hlenu. H. pylori je velmi dobfe vybaven nékolika
acidorezistentnimi mechanismy, z nichz nejvyrazné€jsi je produkce vysoce aktivni
uredzy, ktera hydrolyzuje ureu na amoniak a CO, a vytvaii tak kolem sebe zasadity

"mrak", ktery bakterii chrani pted kyselym pH zaludku.

Obr. 1 [11] H. pylori, barevna TEM-transmisni elektronova mikrografie. zvétdeni 11000x (A)
H. pvlori v zalude¢nim hlenu. barevna TEM. zvétdeni 58600x (B)



2.2 Epidemiologie

Soudasné poznatky naznaduji, Ze ziskani infekce H. pylori se odehravé prevazné
v détstvi a infekce pretrvava celozivotné. Spontdnni vymizeni infekce v dospélosti je
socioekonomicky status, coZ jsou predevSim stisnéné Zivotni podminky, nedostatek
tekouci teplé vody a Spatnd hygiena v détstvi [14,15]. Proto epidemiologické studie
ukazuji velké rozdily v prevalenci infekce H. pylori mezi vyspélymi zemémi, kde se
typicky pohybuje kolem 30% a rozvojovymi zemé&mi, ktera ¢ini vice néz 80% [4,12].
Nazornym piikladem muzZe byt studie zaméfend na socioekonomické faktory, ktera
odhaluje velké rozdily v prevalenci mezi americkymi a mexickymi détmi Zijicimi na
protilehlych biezich feky Rio Grande, kterd oddéluje Spojené Staty a Mexiko [13].
Prevalence je také zavisla na véku a napfiklad ve Spojenych Statech je infikovano pies
50 % Sedesatiletych osob a asi 20 % tficetiletych. Spojitost s vékem je, ale nasledkem
tzv. "birth-cohort" efektu, kdy soucasni Sedesatileti byli vice osidlovani H. pylori v
détstvi nez soucasni tficetileti. Pokles prevalence a incidence v dnes$ni dobé je ¢aste¢né
zpusoben zvySovanim Zivotni Grovné a zvySenym uzivanim antibiotik.

Na zakladé soucasnych epidemiologickych poznatkli miZeme konstatovat, ze
¢lovek je jedinym diileZitym zdrojem $ifeni infekce H. pylori a proto mezilidsky pfenos
hraje kli¢ovou roli. Existuji samoziejmé i jiné ptirodni zdroje infekce, ackoli z nich
nebyl H pylori nikdy kultivovan, molekularné genetickymi a imunologickymi
metodami byla prokazéna jeho DNA ve vzorcich podzemni a komunalni vody [17,18].
Dal$im pfikladem mize byt japonska studie sledujici rodiny, ktefi vyuzivaji pitnou
vodu ze studny [16], pfesto zatim nelze jednoznaéné fici, Ze se jedna o hlavni zdroj
infekce. Nicméné tyto i jiné studie naznaluji, Ze se jedna pravdépodobné o pienos
feko-orélni. Casté nalezy H. pylori v dutiné ustni a to pfedevsim v zubnim plaku [21],
ukazuji na moznou oro-ordlni cestu pfenosu a dale mohou pomoci v otazkach &asté
reinfekce po Uspé3né eradikaci infekce v oblasti zaludku & duodena. Nélezy H. pylori v
sekretech a exkretech pfirozené infikovanych kocek [19] a ovci [20] ukazuji, Ze
Caste¢ny podil na Sifeni infekce mliZze mit i pfenos zoonoticky.
sledovani faktorl virulence a to predevsim genl cagd, vac4 a enzymu ureézy, jejichz
rekombinaci lze ziskat latku, ktera bude stimulovat imunitni odpovéd’, jak jiz bylo

ukazéno na zvitecich modelech [7], a vyvinout tak o¢kovaci latku, ktera by zasadné
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ovlivnila dosavadni postupy a proto bych se rad v této praci zamcfil predevdim na

diagnostické metody. ur€ujici tyto markery virulence.

2.3 Metody diagnostiky H. pylori

Diagnostiku /1. pylori rozdélujeme na invazivni. ktera zahrnuje pfedevsim
gastrofibroskopii a naslednou analyzu bioptickych vzorku urcdzovym testem a

.

mikrobiologickym vySectfenim. VyuzZiva se pfedevdim tam kde je podezieni na
gastritidu. Zalude¢ni nebo duodenalni viedy, a u starSich lidi k vylou¢eni malignich
proces. Tak¢ histologické vySetreni podava pomérné piesny obraz infekee timto
mikrobem. Osvédcila se metoda stiibfeni Warrin — Starry (Obr. 2). kde jsou patrné

typické tvary helikobaktera.

Obr. 2 Rez zaludeeni sliznici. metoda stiibfeni Warthin-Starry (foto G. 11 Green. Worcester Royval Infirmarv)



Dale se pouzivaji neinvazivni metody, které nevyzaduji invazivni zakrok. Jsou to
ptedeviim sérologické metody, dechovy test a noveé test antigenu ve stolici. PouZivaji se
hlavné u dé&ti, u nejasnych dyspeptickych obtizi a tam kde neni indikace

k endoskopickému vy3etreni.

2.3.1 Invazivni metody

Pii endoskopickém vySetieni se obvykle odebiraji vzorky Zalude¢ni nebo
duodenalni sliznice. Vzhledem k nerovnomérné distribuci agens na sliznici Zaludku, je
vyhodnéjsi pokud je k vySetfeni zaslan vétsi pocet menSich kouskl nez jeden velky.
Kultivace vzorki byva obvykle uspésna pokud jsou vzorky dopraveny do laboratore do
dvou hodin po odbéru. Transport vzorkl probihd pii pokojové teploté a vzorky jsou

uloZeny v transportnim mediu (napf. thioglykolatova pida).

2.3.1.1 Mikrobiologicka vysetreni

Ureazovy test byva prvni ukazatelem pritomnosti H. pylori v odebraném vzorku
sliznice. Tento test je zaloZen na prikazu enzymu ureazy, ktery H. pylori hojné
produkuje. Vlivem plisobeni uredzy hydrolyzuje mo€ovina na amoniak a amid kyseliny
uhlicité, ktery dale spontanné hydrolyzuje. Pfitom se uvoliuje dal$i molekula ¢pavku a
uhli¢ité kyseliny. Za pfitomnosti molekul vody se pak vytvaii hydroxid amonny,
zodpovédny za alkalické pH, na néZz potom reaguje indikator zménou barvy.
Indikatorem je obvykle fenolova Cerven, ktera je v neutralnim prostiedi Zluta, zatimco
v zasaditém prostfedi méni barvu do c&ervena. Rychlost zmény barvy je umérna
mnozstvi vyprodukované ureazy[5]. Pro mikroskopické vySetFeni je nejvyhodnéjsi
barveni dle Grama nebo Giemsy. V rukou zku$eného odbornika se vy3etieni
mikroskopem fadi mezi nejpiesnéjsi metody detekce H. pylori. Problém detekce
mikrobiologickymi metodami spoéivad v tom, Ze bakterie byva distribuovana velmi
nerovnomeérné, proto ne vzdy se podafi vySetfit infikovanou tkan. Dalsi metodou je
kultiva¢ni vySetreni, které se provadi v mikroaerofilnim prosttedi pii teploté 37 °C po
dobu 4-7 dni. Kultivaéni medium se obvykle sklada z Columbia agaru obohaceného

beranimi nebo koniskymi erytrocyty, séra a dalsimi obohacovadly.
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Ke kultivadnimu vy$etfeni patfi i stanoveni citlivosti na antibiotika avSak zatim
je velmi obtizné izolované kmeny preockovat. Nejcastéji se testuje citlivost na
klaritromycin, tetracyklin nebo amoxicilin.

V neposledni fadé jsou to molekuldrnégenetické metody, jejiz hlavnim
predstavitelem je metoda PCR. V rutinni praxi se neprovadi, jsou v3ak vysoce

specifické a v experimentalni mikrobiologii maji zasadni vyznam.

2.3.2 Neinvazivni metody

Mezi neinvazivni metody patii pfedev§im celd fada serologickych metod,
zaloZenych na stanoveni protilatek IgA, IgG, IgM metodou enzymové imunoanalyzy
(EIA). Téchto metod se vyuZiva v rutinni klinické praxi. Zatim nejptesnéjsi metodou (z
dosud komeréné vyrabénych) je imunoblot, které dosahuji nejen velké specifity a
senzitivity, ale dokaZou urcit zda se v antigenni struktufe této bakterie vyskytuje CagA
protein, jeZ je vyznamnym faktorem virulence. Zcela jinou metodou:jsou dechové testy
a pomérné nova metoda pifimého priikazu antigenu ve stolici zaloZena na principu

chromatografie.

2.3.2.1 Metody enzymové imunoanalyzy (EIA)

Stanoveni protilatek tfidy IgG, IgA a IgM proti H. pylori v lidském séru nebo
plazmé se provadi pfevazn€é metodou EIA typu sandwich, kde na polystyrénovou
mikrotitra¢ni desti¢ku je vazén antigen H. pylori (pevna faze) proti vySetfované
protilatce. Mista na destice, kterd nejsou obsazena antigenem se blokuji inertni
bilkovinou. Po pfidéni vzorku do jamky a inkubaci jsou desti¢ky promyvany a nasledné
se pfida protilatka s navazanym enzymem (konjugat), vétsinou se jedna o kozi nebo
krali¢i imunoglobulinové frakce. Poté se opét provede promyti a pfida substrat pro dany
enzym, spole¢n€ se substratem je nafedén i chromogen, ktery celou reakci vizualizuje.
Nakonec se jest¢ pfida zastavovaci roztok, ktery miZe obsahovat kyselinu sirovou,
fosfore€nou apod.

Obdobné je tomu i u vySetfeni antigenu ve stolici, s tim rozdilem, Ze pevnou fazi

tvofi protilatka proti vySetfovanému antigenu. Reagencie a postup je obdobny jako u
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serologického vySetfeni protilatek. Komer¢né vyrabéné sety  zpravidla obsahuji

mikrotitraéni desticky a veskeré reagencie potiebné k provedeni testu (Obr. 3).

Obr. 3 Diagnosticky test ke stanoveni antigenu ve stolici (Premier Platinum HpSA. Meridian Bioscience). foto autor

2.3.2.2 Metody elektroforézy a imunoblotu

Stanoveni specifickych protilatek proti H. pylori se provadi gelovou
elektroforézou SDS - PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamid gel electroforesis)
(Obr. 4). Velikost pori gelu je volena tak, aby byla omezena pohyblivost sledovanych
proteini. Pfed nanesenim gelu jsou vzorky povafeny v pfitomnosti SDS a
merkaptoethanolu. SDS svou vazbou na hydrofobni oblasti proteinové molekuly
uvolnuje jednotlivé proteiny z jejich asociace s jinymi molekulami proteint nebo lipida.
Cini tak jednotlivé molekuly v detergentu volné rozpustné. Merkaptoethanol je redukéni
agens. které rusi disulfidické vazby proteinl. takze vSechny polypeptidické fetézce
molekul sloZzenych z nékolika podjednotek jsou oddélené. VSechny proteiny ve smési
maji diky navazanému SDS zaporny naboj a po naneseni na gel putuji v elektrickém
poli ke kladné elektrodé. Velké proteiny se v situ vytvofeném polyakrylamidovém gelu
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pohybuji mnohem pomaleji, nez proteiny malé. Vysledkem je rozdéleni komplexni
smési do série oddélenych pasi. fazenych podle molekulové hmotnosti. Poté jsou
proteiny pfeneseny na pevny nosi¢ (nitrocelulézova membrana).

Ucinnost pienosu lze ovéfit obarvenim prenesenych proteind. Pred aplikaci protilatek je
nutné mista na nitroceluloze, ktera nejsou obsazena ptenesenymi proteiny zablokovat,
aby nedochazelo k nespecifické interakci protilatky s nosicem. K blokaci se pouziva
cela tada ¢inidel (napf. neimunni séra. neiontové detergenty). Takto pfipravena
nitroceluloza je pak inkubovana s protilatkou. kterd se navaze na odpovidajici antigen.
Po dikladném promyti je nitroceluldza inkubovana se sekundarni protilatkou, ktera je
druhové specifickd a je konjugovana s enzymem. Nejcastéji se pouzivaji protilatky
znacené kienovou peroxidazou nebo alkalickou fosfatdzou. Po dalSim promyti jsou
sekundarni protilatky konjugované senzymy detekovany tak, Zze je nitroceluléza
inkubovana se substratem pro dany enzym a s chromogenem. Vysledkem chemické

reakce je pak nerozpustny barevny produkt, ktery je lokalizovan v misté antigenu [6].

Obr. 4 Elekiroforéza SDS — PAGE ve vertikalnim usporadani v gradientovém gelu (150x150x1 mm). foto autor

V soucasné dobé jsou na trhu dostupné komeréni sety k detekci specifickych

protilatek tridy IgG. IgM a IgA proti separovanym antigendm H. pylori. Tyto BLOTY
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obsahuji testovaci prouzky s jiz prenesenym, elektroforeticky rozdélenym antigenem.
PFi pouziti soupravy jsou jednotlivé stripy inkubovany s vySetfovanym vzorkem scra.
pficemz dochazi k vazbé specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku na pfislusné
antigenni linie. Po promyti jsou stripy dale inkubovany s konjugatem. Vizualizace je
provedena inkubaci se substrdtovym roztokem obsahujici chromogen. Po vybarveni
jsou jednotlivé stripy vysuseny a vyhodnoceny pomoci pfiloZzené Sablony. Pro stanoveni
validity testu obsahuje souprava vzorovy strip detekovany pomoci pozitivni kontroly

obsazZené v souprave.

2.3.2.3 Metody chromatografie

Tato metoda pfimého stanoveni antigenu H. pylori ve stolici je zaloZena na
principu imunoafinitni chromatografie. typ LFIA (lateral flow imunnoassay). Vzorek
stolice se nafedi v pfedem pripraveném roztoku a nakape se do kulatého okénka na
spodnim okraji testovaciho zafizeni. Roztok s obsazenym antigenem dale migruje na
zaklad¢é kapilarnich sil porézni vrstvou membrany az k zéné€ zachytu. kde je pevné
navazan konjugat (monoklonalni protilatka, latex) a pokud vySetfovany vzorek obsahuje
antigen H. pylori potom dojde k vytvoreni komplexu, ktery vybarvi tuto zoénu Cerveno-
razove. Migrace pokracuje dale az ke kontrolni linii, kde se objevi modry prouzek, jez
ovéri adekvatni pritok vzorku skrze testovaci okno (Obr. 5).

Metoda LFIA je snadno dostupna pro ambulantni pouziti (neklade zadné naroky
na laboratorni vybaveni), a jeji nejvétsi vyhodou je podstatné snizeni doby analyzy (cely

test trva okolo 5 minut).

Misto aplikace
Smér migrace | — vzorku
Kontrolni linie Zobna zachytu

Obr. § Komer¢ne dostupny set ImmunoCard STAT! HpSA (Meridian Bioscience). foto a Gpravy autor



2.3.2.4 Dechové testy

Metoda je zaloZzena na ustnim podani substratu vtomto pfipadé mocoviny
znaéené izotopem uhliku (">C), kterou H. pylori §tépi na amoniak a oxid uhli¢ity (viz
schéma 1), ktery se nasledné resorbuje do krevniho obé&hu a pies plice je vydechovén a
detekovan analyzatorem (Obr. 6) IRIS (Infra Red Isotope Analyser). Pfistroj méfi
vydechnuty vzduch pfed podanim urey a 30 minut po podani. Z dynamiky zmén
pomeéri 13C0,/'2CO; ve vydechovaném vzduchu pied a po podani znacené urey lze

prokazat infekci H. pylori.

UREAZA
3 2NH," +20H + *cO,

(NH,),'°CO + 2H,0

Schéma 1 Steépeni mocoviny na amoniak a oxid uhli¢ity. reakci katalyzuje enzym urcaza. produkovana /1. pylori

Obr. 6 Sestava - analyzator IRIS - pocita¢ s vyhodnocovacim software. Nem. Milosrdnych sester sv. Karla
Boromejského v Praze. foto a Uprava autor



3 METODY A PRiISTROJOVE VYBAVENI

Diagnostika H. pylori se provadi bud’ metodami pfimého prikazu coZ jsou
piedevdim dechové testy, prikaz antigenu ve stolici anebo metodami nepfimého
pritkazu, kde nejvétsi skupinu tvofi serologické vySetfeni protilatek tfidy 1gG, IgM, IgA

(volba vy3etiované protilatky dle lékafe) metodou EIA a techniky inmunoblotu .

3.1 Metody pfimého prikazu

3.1.1 Stanoveni antigenu ve stolici metodou EIA

Nazev testu: Premier Platinum HpSA

Vyrobce: Meridian Bioscience, USA

Pocet testl v soupravé: 48

Senzitivita: 96%

Specifita: 96%

Pracovisté: Klinika détského a dorostového lékaFstvi, VFN Praha

Obsah soupravy

1. Mikrotitraéni desticky potaZené zajeci polyklonalni protilatkou proti 48 jamek

H. pylori
2. Pozitivni kontrola 1,4 ml
3. Negativni kontrola 1,4 ml
4.  Roztok pro fedéni vzorki 18,8 ml
5. Promyvaci roztok - 20x, koncentrovany pufr 50 ml
6.  Konjugat (zajeci polyklonalni protilatka specificka pro H. pylori 3,5ml

konjugovana s kienovou peroxidazou)
7. Substrat (roztok obsahujici peroxid s navazanym chromogenem TMB - 12,5 ml
tetramethylbenzidin

8.  Zastavovaci roztok (kyselina sirova, pH 1) ‘ 7 ml

o

(Y

9. : . o oL
Pipetyjednorazové ‘{ Uvi 48 ks

{ HOVEA 31

. 5 &
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Pracovni postup

stolice o velikosti 5-10 mm se protiepe v 200 ul fediciho pufru

2. na prislu$né pozice mikrotitraCni destiCky se nakape 1 pozitivni a 1 negativni
kontrola

3. 50 ul prediedéného vzorku se nakape priloZzenou pipetou do jamek mikrotitraéni
destic¢ky

4. do vsech obsazenych jamek se prida konjugat

5. desti¢ka se kratce protiepe a inkubuje se pii laboratorni teploté 1 hodinu

6. vSechny jamky se proplachnou 5x promyvacim pufrem

7. do promytych jamek se nakape substrat ]

8. desticka se opét protiepe a necha se inkubovat pfi laboratorni teploté 10 minut

9. barevna reakce v jamkach se zastavi pfidanim jedné kapky zastavovaciho
roztoku

10. | vysledky se odeéitaji pomoci spektrofotometru pfi 450/630 nm
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3.1.2 Stanoveni antigenu ve stolici metodou LFIA

Nazev testu: ImunnoCard STAT! HpSA

Vyrobce: Meridian Bioscience, USA

Pocet testl v soupravé: 20

Senzitivita: 96%

Specifita: 91%

Pracovisté: Odd. klinické mikrobiologie FN Na Bulovce

Obsah soupravy

1.  Zkumavky pro fedéni vzorka 20 ks

2. Testovaci karty 20 ks
Pracovni postup

1. za pouziti aplika¢ni ty¢inky fedici zkumavky se pfenese 5-6 mm stolice do

roztoku fediciho vzorku

2. zkumavka se uzavie protiepe po dobu 15 ti sekund

3. $picka uzavéru zkumavky se odlomi a nakapou se cca 4 kapky do kulatého

okénka na okraji testovaciho zatizeni

4, po péti minutach odecteme vysledek
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3.1.3 Dechové testy

Nazev testu: Dechovy test vyhodnoceny na principu infracervené
spektroskopie
Vyrobce: Wagner Analysen Technik Vertriebs Gmbl

Pocet testlt v souprave:

Senzitivita: 98,3%
Specifita: 98,6 %
Pracovisté: Nemocnice Milosrdnych sester sv. Karla Boromejského |

v Praze

Potrebné vvbaveni

1. Analyzator IRIS (sou¢asn¢ vysetfovanych vzorku) 8
2. Aluminiovy sacek pro dva jednotlivé dech. vzorky 1

Postup vvSetfeni

1. odbér pryniho dechového vzorku (pacient musi byt nala¢no)
2. nasledné pacient vypije 200 ml pomerancové §tavy, ve kterém je rozpusténo

13 —
75 mg 3C znacené urey

5. po 30 minutach se provede druhy odbér

4. vyhodnoceni analyzatorem IRIS. rozdil poméra 2COY“COy

Obr. 8 Aluminiovy sacek pro vysetfeni dech. testem




3.2 Metody nepfrimého prukazu

3.2.1 Stanoveni protilatek IgG metodou EIA

Nazev testu: EIA H.pylori IgG

Vyrobce: TEST - LINE, Clinical Diagnostics, CR
Pocet testd v souprave: 96

Senzitivita: 91%

Specifita: 96%

Pracoviste: Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK

Obsah soupravy

(U)

4
S5
6.
7
8
9

Mikrotitra¢ni desticka s navazanym antigenem

Negativni kontrola (lidské sérum bez protilatek H. pylori)

CUT-OFF (lidské sérum obsahujici protilatky proti H. pylori v
hrani¢ni koncentraci

Pozitivni kontrola (lidské sérum obsahujici protilatky H. pylori)
Konjugét (kozi imunoglobulin proti lidskym IgG znaéeny peroxidazou
Substratovy roztok (pufr obsahujici peroxid vodiku

Chromogen (pufr obsahujici TMB)

Redici roztok vzork® (puft se stabilizatory bilkovin)

Promyvaci roztok (koncentrovany pufr)

10. Zastavovaci roztok (kyselina sirova 1 mol/l

96 jamek
0,2 ml
0,2 ml

0,2 ml
15 ml
9 ml

9 ml
200 ml
75 ml
15 ml

Pracovni postup

100 pl rediciho roztoku se pipetuje dojamky Al (blank - slepa zkouska)

100 pl negativni kontroly fedéné 1:200 do jamky 1

100 ul CUT-OFF tedéné 1:200 do dvou nasleduyjicich jamek

100 pl pozitivni kontroly fedéné 1:200 do jedné jamky

100 pl testovanych vzorkt fedénych 1:200 do zbyvajicich jamek

desticka se prikryje vickem a inkubuje 1 hodinu pfi teploté 37 °C

poté se odsaje obsah jamek a 4x promyje pracovnim promyvacim roztokem

X N D RN

davkuje se 100 pl konjugatu poté se opét desticka pfikryje a inkubuje 1 hodinu
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' pfitierplol'é 37 °C

9. | davkuje se 100 pl substratu. desticka se prll\r\]c a inkubuje 10 minut pfi

laboratorni teploté v temnu

10. | reakce se zastavi pridanim 100 ul zastavovaciho roztoku

11. | vysledky se odecitaji spektrofotometrem pfi vinové délce 450 nm

Al blank | —

Negativni
kontroly

CUT-OFF | —

Pozitivni
kontroly

Obr. 8 Vysledek testu EIA. stanoveni protitatky 1gG
4 - pozitivni
- CUT OFF hrani¢ni koncentrace, ostatni negativni

o
o



3.2.2 Stanoveni specifickych protilatek IgG metodou westernblot

Nazev testu: BLOT Helicobacter pylori IgG

Vyrobce: TEST - LINE, Clinical Diagnostics, CR
Pocet testll v soupravé: 16

Senzitivita: 97%

Specifita: 96%

Pracovisté: Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK

Obsah soupravy

1. Testovaci prouzky s pfenesenym elektroforeticky rozdélenym 16 ks
antigenem

2. Negativni kontrola 0,2 ml
3. Pozitivni kontrola 0,2 ml
4. Konjugat IgG SWAHWIgG-Px 36 ml
5. Substratovy roztok (pufr s peroxidem vodiku) 36 ml
6. Chromogen DAB 18 ks
7. Univerzalni roztok (pufr pro fedéni vzorki a promyvani stripti 300 ml
8.  Inkubac¢ni vanicka pro blot 2 ks

Pracovni postup

1. do vanicky se pipetuje 2 ml univerzélniho roztoku

2. pomoci pinzety se pfenesou testovaci prouzky do vani¢ky a inkubuji se za

obcasného protfepani 10 minut pii laboratorni teploté

3. odsaje se z vaniek univerzalni roztok

4. do vanicek se pipetuje 2 ml vzorki a kontrol a inkubuje se 1 hodinu za

obc¢asného protiepani pti teploté 37 °C

5. po skonceni inkubace se vzorky a kontroly odsaji
6. dale se vani¢ky promyvaji 3x 2 ml univerzéalniho roztoku po dobu 5 minut
7. po odséati univerzalniho roztoku se pipetuje do kazdé vanicky 2 ml konjugatu a

inkubuje se 1 hodinu za ob&asného protfepani pti teploté 37 °C

8. po skonéeni inkubace se konjugat odsaje
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9. vani¢ky se opét promyvaji 3x 2 ml univerzalniho roztoku po dobu 5 minut

10. | po odsati univerzalniho roztoku se pipetuje 2 ml substratového roztoku s

chromogenem a inkubuje pfi laboratorni teploté 5-10 minut

11. | po skon¢eni inkubace odsajeme substratovy roztok a promyjeme kazdy strip 2x

2 ml destilované vodé po dobu 5 minut

12. | po promyti vyjmeme stripy z inkuba¢ni vani¢ky a vlozime mezi dva listy

filtra¢niho papiru, zatizime a vysuSime

13. | po vysu$eni se stripy vyhodnocuji pomoci ptilozené $ablony (Obr. 9)

Kontrolni linie

120kDa , Cag A

——— 87kDa, Vac A

33kDa
30kDa
29kDa

26kDa
= 19kDa
17kDa

strip C.S. : 675282A

Obr. 9 Kontrolni strip pro test IMUNOBLOT



4

VYSLEDKY A DISKUZE

Metody piimého prikazu H. pylori - Dechové testy

Dechovy test mize slouzit ke zjisténi H. pylori pozitivity. Je metodou volby ke
sledovani Uspésnosti lécby a pro svou neinvazivnost je také vhodny pro déti. Test
vyzaduje piipravu pacienti na vySetfeni a to pfedev§im vysazeni interferujicich
medikamentt (antibiotika, antagonisté H; receptort aj.) min. 4 tydny pfed vysetienim. Z
uvedenych dGvodi tento test nemusi byt vhodny pro prvni zachyt infekce. Cena
aluminiovych sackl je srovnatelna s ostatnimi metodami, cena pfistrojového vybaveni

je pomérné vysoka. Vysetieni mize provadét zaskoleny laborant bez specializace.

Metody pFimého priikazu antigenu - LFIA

Chromatografické metody stanoveni antigenu ve stolici mohou byt vyuzity
jednak ke screeningu, diagnostice infekce. ale i pro ovéfeni eradikace infekce H. pylori.
Specifita a senzitivita metod zaloZenych na chromatografii je srovnatelna s metodami
EIA. Metoda nevyZzaduje zadnou piipravu pacienta na vySetieni. Neklade zadné naroky

na pfistrojové vybaveni ani na specializaci osoby. ktera provadi test.

Metody piimého priikazu antigenu - EIA

Vysetieni antigenu metodami EIA patii v souc¢asné dobé mezi nejrozsifenéjsi. Metody
jsou vhodné jak pro vyhledavani infekce. tak pro ovéfeni eradikace infekce. Klade nizké
naroky na vybaveni laboratofi (k odecteni vysledk( postacuje spektrofotometr) i na

specializaci laborantd provadéjicich vySetieni.
Metody nepiimého prikazu protilatek - EIA

Vétsina nemocnych infikovanych Helicobacter pylori produkuje specifické
protilatky proti antigenim H. pylori. VySetteni se indikuje u nemocnych s
dyspeptickymi obtizemi, epigastrickymi bolestmi. chronickou gastritidou, viedovou
chorobou Zaludku a duodena a u nadorti Zaludku. Po eradikaci H. pylori, koncentrace
protilatek postupné klesa. Vysetieni je vyznamné v détském véku. kdy vétSinou i
infekéni proces za¢ina. Priikaz protilatek ve vétsiné piipadl svédéi pro infekci i u lidi.

ktefi nemaji subjektivni potiZze. Pro diagnostické zavéry je nutno posoudit klinicky
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obraz onemocnéni, pfipadné indikovat dalsi vy3etfeni (napf. dechovy test, invazivni
vySetfeni, stanoveni antigenu ve stolici metodou chromatografie apod.). Test
nevyzaduje piipravu pacienta. Pro vybaveni laboratofi dostauje spektrofotometr a
vyhodny (u vétdich laboratofi) je pfistroj na promyvani mikrotitratnich desti¢ek.
Vy3etieni je provadéno v béznych sérologickych laboratofich a nevyzaduje specializaci

laborantu.

Metody nepiimého priikazu protilitek - IMUNOBLOT

Vysetteni slouzi pfedevsim k detailnimu stanoveni piitomnosti specifickych
protilatek proti antigenim H. pylori nebo k potvrzeni nejednoznaénych vysledkid EIA
testd, ale zejména pak k stanoveni protilatek proti CagA antigenu, ktery je v sou¢asné
dob€ povaZovan za duleZity marker virulence, a jehoZ pfitomnost znamena zvySené
riziko vzniku zavaznych forem onemocnéni. Metoda nevyZaduje ptipravu pacienta na
vySetieni. Test neklade naroky na vybaveni laboratofe. Laborant provadéjici vySetieni

by mél mit ur¢itou zkusenost s metodami westernblot.

Stanoveni
Stanoveni | Stanoveni Stanoveni
Dechové spec.
antigenu antigenu protilatky
testy protilatky
LFIA EIA EIA
BLOT
Typ vydechnuty
stolice stolice sérum sérum
vzorku vzduch
Cas analyzy . . . . .
6 min. 80 min. 2 min. 140 min. 165 min.
vzorku
Naroky na
0 nizké vysoké nizké 0
vybaveni
Specializovani
0 ne ne ne ano
pracovnici
Priprava pac.
ne ne ano ne ne
na vyS$etieni

Tab. 1 Srovnani neinvazivnich metod stanoveni infekce H.pylori
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ZAVER

Metody EIA zistanou doménou laboratofi, které t&€mito testy urluji nejen
pozitivitu infekce H. pylori, ale i celou fadu jinych infekénich onemocnéni. Pii této
technice, je dileZita pfesnost, preciznost a validita provadénych testi, stejné tak pro
metody imunoblotu, kde je navic duleZita zkuenost pfi odeéitani vySetfenych stripu.

Dechové testy sice nekladou velké naroky na schopnosti laborantti provadéjicich
vy3etfeni, ale pofizovaci naklady na pfistrojové vybaveni jsou mnohonasobné vyssi nez
ostatni popisované metody. Dal§im argumentem jsou lékové interference, které mohou
zapficinit fale$n€ negativni nebo pozitivni vysledky. Malou dostupnost tohoto vySetieni
v Ceské Republice mohou vyvazit vzorky zasilané postou jako je tomu ve Spojenych
Statech, ale tim se zvy$uje prodleni.

Nejvyznamnéj$imi metodami se tedy stavaji metody zaloZené na principu
chromatografie s podtypem LFIA. Jejich jednoduchost, nendro¢nost na vybaveni a
rychlost je fadi mezi metody s velmi $irokym vyuZitim a to pfedeviim do ordinaci
praktickych 1ékafi, dale ke screeningu nebo vyhledavani rizikovych skupin
obyvatelstva a v neposledni fadé jako vhodny diagnosticky nastroj pro hygienicko-
epidemiologické studie. Pro budouci vyzkum by se tyto testy mohly roz$ifit o stanoveni
specifickych proteinti (VacA, CagA, ale i dal$ich), které by pomoci naslednych studii

vyznamné pfispély k pochopeni mechanisml patogenity a virulence této bakterie.
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CLO
DNA

rRNA
TEM
WHO
EIA
PCR
ELISA
SDS
PAGE
LFIA
IRIS
T™MB
DAB

Pouzité zkratky

campylobakteriim podobny organismus (campylobacter-like organisms)
kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

Helicobacter

ribosomalni kyselina ribonukleova (ribosomal ribonucleic acid)
transmisni elektronova mikrografie

Svétova Zdravotnicka Organizace (World Health Organization)
Enzymoimunoanalyza

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

Enzyme linked immunosorbent assay

Dodecylsulféat sodny (sodium dodecylsulfate)

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (polyacrylamid gel electroforesis)
Bo¢ni pritokova imunologicka metoda (lateral flow imunnoassay)
Infraderveny izotopovy analyzator (Infra Red Isotope Analyser)

3,3 5,5 tetrametylbenzidine

diaminobenzidin
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