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1. UVOD

Bakterije predstavljaju mikroorganizme, koje mozemo naci kako u organizmu tako i u nasoj
okolini. Bakterije imaju svoje dejstvo, neke negativno a neke ¢ak i pozitivno za nas organizam.
One veoma Cesto izazivaju infekcije.

Kako bi se infekcija razvila potrebno je da se ispune odredeni preduvjeti. Kao osnovni
preduslov je izvor infekcije, tj. odredena bakterija. Sljedeéi uslov je put prenosenja zaraze. Od
izvora infekcije, do domacina mora postojati neki od nacina prenosa. To mogu biti direktni
dodiri, dodir preko nekih zarazenih predmeta, zrakom kao i vektorima. Treéi uslov su ulazna
vrata. To je mjesto gdje patogeni mikroorganizam ulazi u tijelo domaéina. Razvoj infekcije jo§
zavisi od virulencije uzro¢nika kao i osjetljivosti domacina.

Da bi se bakterijske infekcije suzbile, koriste se antibiotici. Zbog velikog porasta rezistencije
na ove lijekove, dijagnostika ovih infekcija je veoma bitna zbog uspjesnog lijecenja.

Procese dijagnostike vr§imo u razli¢itim laboratorijama, kao $to su mikrobioloske, imunoloske,
medicinsko biohemijske i sli¢no. U radu se opisuju razli¢ite vrste imunoloskih testiranja.
Posebno je opisana bakterija Helicobacter pylori, njena morfologija, kulturelne osobine,
epidemiologija, tretman i sli¢no.

Pored ovoga, u poglavlju vlastiti rad analiziracemo podataka o infekciji ovom bakterijom, vrste
testova koji se koriste u dijagnostici Helicobacter pylori, nacin testiranja i sve vezano za ove
testove. Rezultate testova ¢emo analizirati, na osnovu spola, dobi i godina pacijenata, kako bi
vidjeli koje grupe stanovnika ovog podrucja su najvise obolijevale od ove infekcije, nesto vise
o infekciji kao i tretmanu ove infekcije.



2. IMUNOLOSKI LABORATORIJSKI TESTOVI

Laboratorijsku dijagnostiku imunoloskog sistema baziramo na testovima koji ispituju gradu
funkciju humoralnog i celularnog imuniteta, u cilju utvrdivanja razine i opsega njegovog
ostecenja. lako su tehnologije za detekciju antigena i antitijela u zadnje vrijeme uglavnom
automatizovane, osnovni principi metode testa su ostali najcesce isti.

Detekcija antigena i antitijela ovisi o formiranju kompleksa antigen-antitijelo. Jedna od vezucih
komponenti (antigen ili antitijelo) je definisana, Cesto obiljezena i koristi se radi odredivanja
drugog partnera u kompleksu.

Optimalan odnos antigen - antitijelo je jedan udio antigena na 80 dijelova antitijela. Postoje
specificni termini za varijacije ovih odnosa.

O prozoni govorimo kada su antitijela saturirala sva reaktivna mjesta na antigenu. Antitijela ne
formiraju unakrsne veze izmedu celija, te nema aglutinacije. Zona ekvivalencije je kada su
antigeni i antitijela u optimalnom odnosu, a kada dolazi do aglutinacije. Fenomen post zone se
javlja kada je antigen u suvisku, te je time aglutinacija skrivena masom neaglutinisanih antigena

(1).

U cilju razumijevanja metodologije imunoloskih testova vaZzno je upoznati i pojmove
monoklonalnih odnosno poliklonalnih antitijela. Monoklonalna antitijela su monospecifi¢na
antitijela koja su identi¢na, zato §to su produkovana od strane jednog jedinog tipa B-limfocita.
Sve ¢elije koje produkuje odreden tip monoklonalnog antitijela klonovi su jedne jedine Celije
majke.

Poliklonalna antitijela su antitijela produkovana od strane razlicitih klonova B-¢elija. Prakti¢no
predstavljaju smjesu molekula imunoglobulina, od kojih svaki prepoznaje isti antigen, ali
reaguje sa razliCitim antigenskim determinantama datog antigena. Tehnologija produkcije
monoklonalnih antitijela omogucéava produkciju velike koli€ine preciS¢enih antitijela u
postupku koji podrazumijeva nekoliko osnovnih koraka, medu kojima su: (2)

e imunizacija Zivotinja

e izolacija Celija (iz organizma imunizovane Zivotinje) koje »in vivo« imaju svojstvo
produkcije odredenog antitijela (koje Zelimo da proizvedemo)

e postojanje kulture ¢elija koja ima svojstvo kontinuiranog rasta u kulturi

e formiranje hibridne ¢elije, koja kombinuje svojstvo »besmrtnosti« i svojstvo produkcije
K odredenog antitijela

e postojanje hraniteljske kulture celija, koja izluCuje supstance neophodne za rast
prethodne dvije kulture, kao i njihovih hibrida.



2.1. Klinicke laboratorijske metode za detekciju humoralnog imuniteta

Prisustvo antitijela na odredene proteine ili druge strane komponente odreduje izmedu ostalog
imunoloski odgovor pacijenta, te se stoga detekcija antitijela, kvalitativna i kvantitativna,
koristi u evaluaciji normalnog i poremecenog imunoloskog odgovora. Povecana upotreba
molekularno kloniranih antigena je znacajno povecala preciznost detekcije antitijela. Detekcija
antigena se obi¢no koristi za odredivanje stranih proteina ili nekih drugih komponenti (npr.
infektivni agensi ili lijekovi). Detekcija antigena u svrhu odredivanja fenotipa ¢elija je osnovni
metod analize, posebno hematopoetskih c¢elija. Detekcija antitijela ili antigena ovisi o
formiranju antigen-antitijelo kompleksa. Jedan od dva ucesnika reakcije vezivanja (antigen ili
antitijelo) je definisan, oznacen 1 koristi se u svrhu odredivanje druge komponente kompleksa

(3).

U procesu vezivanja antigena za antitijelo najées¢e se radi o najjednostavnijem obliku reakcije
vezivanja specificnog monoklonalnog antitijela, za trazeni pojedinacni antigeni epitop, pri
cemu se formiranje kompleksa prati metodom precipitacije istog ili prisustvom oznake
(fluorescentne, radioaktivne ili enzimatske) na antitijelu. Upotreba molekularnih kloniranih
proteina kao modela antigena koristi se u potrazi za specifi¢nim antitijelima koja prepoznaju
dati protein. Isti moze odrediti izotip reagujuceg antitijela (IgG, IgM ili IgE).

Prilikom testiranja se Cesto Koriste 1 slozenije mjeSavine antigena i antitijela. Na primjer,
antitijela za specificno testiranje mogu biti poliklonalni serum od zivotinje imunizirane sa
antigenom (ili serumom pacijenta sa poznatim oboljenjem ili stanjem), a antigeni mogu biti
kompleksna mjeSavina proteina, ugljikohidrata i nukleinskih kiselina od infektivnog agensa.
Cesto su antigeni ili antitijela vezani za solidnu podlogu, §to omoguéava imunim kompleksima
da se odvoje od drugih komponenti u mjeSavini reagenasa. Ovaj proces se naziva
imunoprecipitacija i obi¢no se deSava kada se antitijelo ili antigen nalaze u suvisku u mjesavini
reaktanata. Koli¢ina nastalih kompleksa se odreduje sekundarnim vezivanjem sa oznafenim
reagensom (3).

2.2. Metode testiranja u kojima je antigen ili antitijelo vezano za solidnu povrSinu

2.2.1. Imunoaglutinacija

Imunoaglutinacija je reakcija izmedu korpuskularnog antigena i odgovarajuceg specifi¢nog
antitijela. UnoSenjem suspenzije Cestica (eritrociti, ¢elije, bakterije, gljivice, inertne Cestice
obloZene antigenom) koje na svojoj povrSini imaju veci broj antigenskih determinanti u rastvor
odgovarajuceg specificnog antitijela dolazi do nagomilavanja, aglutinacije cestica. Do
aglutinacije dolazi usljed medusobno ukrStenog povezivanja ¢estica mostovima, sacinjenim od
molekula antitijela, koji sa svoja najmanje dva ili viSe veznih mjesta reaguje sa antigenskim
determinantama na dvije susjedne Cestice (1).

Optimalno stvaranje aglutinata se javlja u zoni ostvarivanja ekvivalentnog odnosa antigena i
antitijela. Ako je antitijelo u velikom visku, ne¢e do¢i do stvaranja aglutinata i reakcija je lazno
negativna. Ovo odsustvo aglutinacije u prisustvu suvise velike koli¢ine antitijela, naziva se
fenomen prozone s obzirom na to da se zapaza prije zone aglutinacije prilikom titriranja
antitijela. U uslovima kada se konstantna koli¢ina partikulisanog antigena dodaje u serije



rastu¢ih razblazenja antiseruma. Takoder u prisustvu nedovoljne, subaglutiniSu¢e koli¢ine
antitijela ne¢e do¢i do aglutinacije, iako se odigrala reakcija antitijela sa korpuskularnim
antigenom.

Imunoaglutinacija se odvija u dvije faze. U prvoj fazi dolazi do specifi¢ne interakcije izmedu
antitijela 1 antigenskih determinanti na povrsini ¢estica, a u drugoj do aglutinacije Cestica. Na
reakciju imunoaglutinacije u njenoj drugoj fazi uticu nespecifi¢ni faktori, kao $to su
koncentracija elektrolita, vrijednost pH, temperatura 1 vrijeme, kao i1 veli¢ina Cestica,
elektrostatski naboj i polivalentna antitijela.

Metodi imunoaglutinacije se mogu izvoditi na staklenoj ploc€ici, u epruveti ili u posebnim
plasticnim plo¢ama za mikrotitraciju, sa veéim brojem bazenci¢a. Neaglutinisane Cestice
prilikom spontane sedimentacije ravnomjerno klize niz zidove bazencic¢a ka dnu, gdje formiraju
talog u vidu dugmeta pravilnog kruznog oblika. Nasuprot tome, aglutinisane Cestice se ne
skupljaju u centru dna, ne stvaraju talog, ve¢ difuzno pokrivaju dno bazenci¢a slojem
nepravilnog oblika i nejednake gustine (1).

Metode imunoaglutinacije se koriste za detekciju antigena, ali i za mjerenje titra specifi¢nih
antitijela u serumu. Titar predstavlja recipro¢nu vrijednost najveéeg razblazenja seruma koje
daje jasno vidljivu aglutinaciju. Metodi imunoaglutinacije mogu biti direktni i indirektni
(pasivni). U metode direktne imunoaglutinacije, partikulisani antigen je aglutinisan direktno od
strane antitijela. Na primjer, to je aglutinacija bakterija u prisustvu specifi¢nih antibakterijskih
antitijela. Tu spadaju npr. Gruberov test za krajnju identifikaciju enterobakterija, Widalov test
za identifikaciju i kvantificiranje antitijela na somatske O i flagelinske H antigene Salmonellae
typhi, Weil-Felixov test za antitijela na uzro¢nike pjegavog tifusa itd.

Metod indirektne imunoaglutinacije zasniva se na mogucnosti da se neki inace solubilni
antigeni mogu pasivnom adsorbcijom ili hemijskim putem vezati za povrSinu eritrocita ili
raznih inertnih ¢estica (polistirena, bentonina) koje postanu pasivni nosaci datog antigena. Kada
ove antigenom obloZene Cestice dodu u dodir sa odgovaraju¢im antitijelom specificnim za
vezane antigene, do¢i ¢e do njihove aglutinacije koja se naziva indirektnom ili pasivhom
aglutinacijom.

Posebnu metodu predstavlja, takozvana obrnuta indirektna imunoaglutinacija u kojoj su
antitijela poznate specifi¢nosti vezana za neke inertne Cestice. Na primjer, moguce je ovaj test
koristiti za detekciju HbsAg u serumu gdje su eritrociti oblozeni anti - HbsAg antitijelom, te
aglutiniSu u serumu koji sadrzi HbsAg. Za razliku od antieritrocitnih antitijela klase IgM,
antieritrocitna antitijela klase IgG Cesto ne dovode do aglutinacije eritrocita, iako sa njima
reaguju 1 oblazu ih (nekompletna antitijela). Tipican primjer su antitijela na Rh determinante
humanih eritrocita. Medutim, dodavanjem antiimunoglobulinskog antiseruma postiZze se
aglutinacija eritrocita koji su oblozeni nekompletnim antitijelima (1).

U laboratorijskoj praksi koristi se direktni i indirektni Coombsov test. Direktni Coombsov test
se najcesce koristi za dokazivanje prisustva majcinih anti - Rh antitijela klase 1gG, koja su se
vezala za antigenske determinante eritrocita novorodenceta. Indirektnim Coombsovim testom
najc¢eS¢e se ispituje prisustvo anti Rh antitijela klase IgG u serumu Rh negativnih Zena.
Ispitivani serum se najprije inkubira sa Rh eritrocitima, a potom se dodaju
antiimunoglobulinska antitijela. Ako dode do hemaglutinacije test je pozitivan.



2.2.2. Enzimoimunotest (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA)

U enzimoimunotestu, ELISA testu, antitijelo (ili antigen) je fiksirano na povrSinu kao $to je
jazica mikrotitarske ploce (od 96 polja) ili plasti¢no polje. Uzorak koji se testira se dodaje i
vezani materijal se detektuje sekundarno, enzimski obiljezenim antitijelima. Enzimi se najcesce
vezuju za antitijela, i to za antitijela koja su ili specificna za neki antigen ili za antitijela na
imunoglobuline. Koli¢ina enzima u antigen antitijelo kompleksu se odreduje posredno
mjerenjem koli¢ine produkta razgradnje odgovarajuéeg supstrata koji se unosi u zavrsnoj fazi
testa. Koriste se enzimi ¢iji supstrati daju obojene produkte razgradnje i ¢ija se koliCina lako
moze kolorimetrijski mjeriti. Na primjer, enzim alkalna fosfataza i njen supstrat p-nitrofenil
fosfat koji razgradnjom daje p-nitrofenil intenzivne zute boje. Varijante technika ELISA dijele

se na tehnike u kojima je antigen u ¢vrstoj fazi i tehnike u kojima je antitijelo u ¢vrstoj fazi.

U prvu grupu, na primjer, spada enzimoimunotest za IgG antitijela protiv virusa rubeole.
Varijante enzimoimuno testova u kojima je antitijelo u ¢vrstoj fazi, zasnivaju se na principima
»sendvica antitijela«. U ovu grupu testova spada enzimoimunotest za povrsinski antigen virusa
hepatitisa B (HbsAg). ELISA esej je brz, jednostavan i jako se adaptira na automatske
analajzere. Oni zahtijevaju visoko procis¢ene reagense, tako da su upotreba monoklonalnih
antitijela i rekombinantnih antigena uveliko doprinijeli rasprostranjenoj upotrebi ELISA (1).

Pored ELISA, vazno je spomenuti i radioimunotestove (RIA). Vezivanje odredene koli¢ine
radioaktivnim izotopom obiljezenog antigena za ogranicenu i fiksiranu koli¢inu specificnog
antitijela u rastvoru moze se u razliCitom stepenu inhibirati dodavanjem raznih koli¢ina
neobiljezenog antigena. Stepen inhibicije pod datim uslovima direktno je proporcionalan
kolicini dodatog neobiljezenog antigena, pa se moze Koristiti za procjenu te koli¢ine.
Usavrsavanjem metoda radioaktivnog obiljeZavanja antigena kojima se postize visoka
specificna aktivnost, radioimunotestom se mogu detektovati izvanredno male koli¢ine antigena
(¢ak do 10712 g/ml) (3).

U odnosu na RIA, ELISA ima mnoge prednosti: brze se izvodi, jeftinija je, zahtijeva manje
komplikovanu opremu 1, §to je najvaznije, izbjegava se rizik rada sa radioaktivnim materijalom
kao 1 problemi oko njegovog skladiStenja 1 uklanjanja.

2.2.3. Western blot

Western blot je tehnika kojom se detektuju makromolekuli peptidne prirode (najéesce proteini).
Princip izvodenja ovog metoda podrazumijeva sljedece korake:

Izdvajanje proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina na gelu

Prenos (blotting) proteina sa gela na ¢vrstu podlogu odnosno membranu
Specifi¢no vezivanje antitijela za odgovarajucu antigensku determinantu
Detekcija antigen-antitijelo kompleksa.

Prednost ove metode je u istovremenom detektovanju formiranog kompleksa antigen-antitijelo,
kao i molekulske mase antigena. Medutim, ova metoda je komplikovanija za izvodenje od
vecine drugih antigen antitijelo reakcija i teze je kvantifikovati rezultate.



U dijagnosticke svrhe u rutinskim laboratorijama uglavnom se koristi rekombinantni imunoblot
esej (RIBA), metod koji umanjuje nedostatak Western blota i omogucuje njegovo koriStenje za
rutinsku analizu. RIBA metod se koristi za odredivanje antitijela u serumu bolesnika koja su
specifi¢na za razli¢ite infektivne agense kao $to su HIV1i HIV2,

2.3.Test metode koje ovise o formiranju imunih kompleksa

Imunoprecipitacija je reakcija izmedu solubilnog antigena i odgovaraju¢ih specifi¢nih
antitijela. Reakcija imunoprecipitacije se odvija u dvije faze. U prvoj fazi dolazi do specificnog
vezanja antigena sa antitijelom. Ukoliko se reakcija odvija u teénom mediju ova reakcija traje
veoma kratko. Druga faza se karakteriSe stvaranjem vidljivih agregata i moze da traje satima ili
danima. Na nju uti¢u nespecifi¢ni fizicki faktori, kao $to su koncentracije jona, pH, temperatura
1 vrijeme. Joni pomazu reakciji, smanjuju¢u povrSinski potencijal, ¢ime omogucavaju
agregaciju hidrofobnih kompleksa.(2)

Obzirom na sredinu u kojoj se precipitacija odvija, metodi imunoprecipitacije se dijele u dvije
grupe:

» Metode u kojima se za precipitaciju koristi tecni medij
» Metodi sa polu¢vrstim medijom — gelom.

U oba slucaja metodi mogu biti kvalitativni, semikvantitativni, kvantitativni.

2.3.1. Nefelometrija

Nefelometrija je metoda imunoprecipitacije uteénom mediju. Koristi se u mjerenju
koncentracije mnogih antigena (imunoglobulina, komponenti komplementa, C reaktivnog
proteina, itd.) u serumu, plazmi i drugim bioloSkim te¢nostima. Kada se pomijesaju razblazeni
rastvori konstantne koli¢ine veoma precis¢enog 1 opticki €istog monospecificnog antiseruma i
rastvori raznih koli¢ina odgovaraju¢eg antigena, nastaje zamucenost usljed stvaranja
mikroprecipitata koji se ne taloze ve¢ ostaju da lebde. Stepen zamucenosti pod datim uslovima
direktno je proporcionalan koncentraciji antigena i moze se precizno mjeriti na osnovu rasipanja
upadnog zraka svjetlosti (nefelometrija). Osjetljivost mjerenja znatno se povecava upotrebom
monohromatske svjetlosti iz lasera (Slika 1) (1).



M=) —+ -

Slika 1. Dijelovi nefelometra: 1. izvor svjetlosti, 2. opti¢ka leca, 3. otvor u objektivu, 4. okrugla
kiveta, 5. fotometar s filtrima (fotomultiplikator), 6. rasprsene zrake svjetlosti (90°).

2.3.2. Imunodifuzija

U metodi imunoprecipitacije u polu¢vrstom mediju (gelu), precipitat se javlja u vidu
precipitacijske linije, koja se formira na mjestu ekvivalentnog odnosa koncentracije antigen i
antitijela u gelu.

Postoje dva nacina na koje se solubilni antigen 1 antitijelo dovode u medusobni dodir: prosta
difuzija ili uz pomo¢ dejstva elektricne struje. U prvu grupu metoda spadaju dvostruka
imunodifuzija, jednostruka radijalna imunodifuzija i imunoelektroforeza, a u drugu grupu
spadaju: jednodimenzijska jednostruka elektroimunodifuzija i jednodimenzijska dvostruka
elektroimunodifuzija.

2.3.2.1. Dvostruka imunodifuzija u gelu

U tankom sloju gela agara na staklenoj plo¢i nafine se bazencici u koje se stavljaju rastvori
antigena i antitijela. Iz dva susjedna bazencica solubilni antigen i antitijelo naspramno migriraju
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difuzijom obrazuju¢i gradijente koncentracije. Migracijski frontovi antigena i antitijela se
susrecu 1 ukrStaju, a na mjestu izmedu dva susjedna bazenci¢a gdje se ostvari ekvivalentni
odnos koncentracija obje komponente nastaju nerastvoreni kompleksi antigen antitijelo koji
dalje ne migriraju. Nerastvoreni kompleksi obrazuju precipitat u vidu precipitacijske linije. Ako
je koncentracija antigena relativno veca od koncentracije antitijela, precipitacijska linija ¢e se
javiti blize bazencicu u koji je unijeto antitijelo. Ako su koncentracije priblizno jednake, linija
¢e biti na sredini rastojanja izmedu dva bazenci¢a. Ako je, medutim, koncentracija antitijela
veca od koncentracije antigena, linija ¢e blize bazencicu u koji je unijet antigen. Zbog toga se
koriStenje sistema serijskih razblazenja, bilo antigena ili antitijela, mogu dobiti
semikvantitativni podaci o njihovim relativnim koncentracijama (1).

2.3.2.2. Jednostruka radijalna imunodifuzija

Za razliku od dvostruke imunodifuzije u ovoj metodi difunduje samo antigen iz bazenc¢i¢a u
gel, sa uniformno inkorporisanim monospecifi¢nim antitijelom pogodne koncentracije.

2.3.3. Imunoelektroforeza

Imunoelektroforeza predstavlja kombinaciju elektroforeze i dvostruke imunodifuzije. I1zvodi se
u tankom sloju gela (agara, agaroze, skroba, poliakrilamida) na staklenoj plo¢i. U prvoj fazi
postupka se izvrsi elektroforetsko razdvajanje antigena iz njihove smjese. U drugoj fazi, a
poslije zavrsene elektroforeze, u gelu se nacini kanal paralelan sa pravcem prethodno djelujuceg
elektri¢nog polja. U kanal se stavlja antiserum koji sadrzi antitijela na antigen koji se ispituje.
Antigen i antitijelo naspramno difunduju i na mjestu gdje se ostvare ekvivalentni odnosi
koncentracija obje komponente formira se precipitat. Obzirom da antigen difunduje iz tackastog
izvora radijalno, a da antitijelo iz kanala difunduje u ravnom frontu, formirace se precipitacijski
lukovi sa konkavitetom prema mjestu lokalizacije antigena.

Na osnovu intenziteta, oblika 1 veli¢ine lukova, kao 1 na osnovu njihove udaljenosti od kanala,
Moze se steci uvid o relativnoj kolic¢ini i homogenosti odgovaraju¢eg antigena. U klini¢koj
imunologiji se metod imunoelektroforeze koristi za kvalitativnu i semikvantitativnu analizu
proteina seruma i drugih tkivnih te¢nosti, prije svega normalnih i abnormalnih imunoglobulina.

2.4. Reakcija vezivanja komplementa (RVK)

Reakcija vezivanja komplementa je veoma pouzdana tehnika koja se koristi kako za detekciju
specifinih antitijela u serumu, tako 1 za detekciju antigena. Formiranje imunoloSkih kompleksa
u rastvoru moze se pratiti prema mogucénosti komplementa da fiksira i troSi proteine
komplementa, UnoSenje standardizovane koli¢ine komplementa u mjeSavinu poznatoga
antigena i nepoznatog seruma za Kkoji se pretpostavlja da sadrzi antitijela na taj antigen i
mjerenjem utroSka komplementa, moze se utvrditi da li se specificna reakcija antigen antitijelo
stvarno odigrala. Mjerenje utroSka komplementa vrsi se dodavanjem u drugoj fazi testa, tzv.
indikatorskog sistema, koji se sastoji od standardizovanog broja eritrocita »senzibilisanih«
standardizovanom koli¢inom antieritrocitnih antitijela. Ukoliko u serumu ima specifi¢nih
antitijela, stvorice se antigen antitijelo kompleks, koji vezuje, trosi komplement. Zbog toga §to
je komplement utroSen nece do¢i do hemolize eritrocita naknadno dodatog indikatorskog
sistema. Reakcija vezivanja komplementa je pozitivna i dokazuje da u serumu postoje
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specificna antitijela. Esej fiksacije komplementa se koristi za detekciju imunoloskog odgovora
na infektivne agense (bakterije, rikecije, mikoplazme, parazite, gljivice...), antitireoglobulinska
I anti trombocitna antitijela, itd.

2.4.1. Krioglobulini

Krioglobulini su serumski imunoglobulini koji precipitiraju na temperaturama manjim od 37°C.
Prisustvo krioglobulina u krvi odreduje se inkubacijom seruma na +4°C nekoliko sati, zatim
posmatranjem formiranja precipitata. Precipitirani proteini se izoluju centrifugiranjem, rastvore
u rastvaracu na 37% i esejom se odreduje prisustvo imunoglobulina pomocu nefelometrije ili
imunofiksacione elektroforeze.

Postoje tri tipa krioglobulina:

» Tip I: monoklonalni imunoglobulini ili laki lanci;

» Tip lI: monoklonalni imunoglobulini uglavnom IgM koji se vezu za normalne IgG. Antitijela
koja prepoznaju normalan IgG se nazivaju reumatoidni faktor (RF);

» Tip III: poliklonalni RF (obi¢no IgM ili IgA izotipa) vezan na poliklonalni IgG.

2.5. Imunohistohemijske metode

2.5.1. Imunofluorescencija

U ovoj metodi, specifi¢na antitijela (obi¢éno monoklonalna) konjugirana sa fluorescentnim
obiljezivacem koriste se kao probe za detekciju antigena u uzorku pacijentovog tkiva ili ¢elija,
Vezanje antitijela za tkivo ili ¢elije je vidljivo direktno, koriStenjem fluorescentog mikroskopa,
Ovaj bazi¢ni proces moze se koristiti za detekciju antitijela u serumu pacijenta koja su reaktivna
na specifiéni patogen ili pokazuju unakrsnu reakciju za specifi¢ni tkivni antigen. Detekcija
reaktivnih antitijela u serumu pacijenta koriStenjem sekundarno obiljeZenih antiantitijela se
naziva indirektna imunofluorescencija. Fluorescencija podrazumijeva emisiju svjetlosti jedne
talasne duzine dok je supstanca obasjana svjetloS¢u druge boje. Klasi¢ni fluorohromi su
fluorescein i rodamin (1).

2.5.2. Odredivanje komplementa

Hemoliza eritrocita pomocu antitijela in vitro ovisi od komplementa. Hemoliticki esej za
klasi¢ni put aktivacije komplementa ukljucuje ovcije eritrocite, ze€ija antitijela na ovcije
eritrocite i pacijentov serum kao izvor komplementa. Obim liziranja u standardizovanom
sistemu opisuje krivulju S oblika kada se prikaZze u odnosu na rastucu koli¢inu komplementa
(ili pacijentovog seruma). U srednjem dijelu ove krive, Sto odgovara 50% hemolize, linearni
odnos postoji Izmedu nivoa hemolize i koli¢ine aktivnosti prisutnog komplementa. Razina
komplementa u Serumu odreduje se testom ukupne hemoliticke aktivnosti seruma (CH50)
(engl. total hemolytic komplement - CH50). Testom se ispituje klasi¢ni put aktivacije
komplementa, pa je stoga koristan Za Pretrazivanje ve¢ine nedostatnosti sistema komplementa.
Vrijednost CH50 = O nalazi se pri manjku komponenti C1-C8, dok se u manjku C9 vrijednosti
CHS50 kre¢u od 25% do 50% normalne Vrijednosti, Test CH50 nece otkriti manjak properdina
ili faktora D (tada je potrebno uciniti “Pecijalni test - APH50). Manjak faktora | ili H udruzen
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je s povecanom potrosnjom C3 i stoga snizenom vrijednosti CH50. Manjak Cl1-inhibitora
udruzen je sa snizenom razinom C4. (1)

2.6. Klinicke laboratorijske metode za detekciju celularnog imuniteta

Proto¢na citometrija je tehnologija koja simultano mjeri, a potom i analizira mnogobrojne
karakteristike pojedinacnih Cestica, uglavnom celija, prilikom njihovog protoka kroz aparat
(engl. »flow« - protok).

Cestice se mjere i analiziraju u odnosu na:
e relativnu veli¢inu
e relativnu gustinu i sloZenost
e relativni intenzitet fluorescencije.

Proto¢ni citometar se sastoji od 3 medusobno povezana sistema: proto¢nog, optickog i
elektronskog. Proto¢ni sistem ¢ine pokretacka tekucina, koja je nosa¢ stani¢ne suspenzije,
stani¢na suspenzija i zra¢ni potisak. Proto¢ni sistem omogucava da ¢elije iz stani¢ne suspenzije
pojedinacno, laminarnim tokom, kroz sistem uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla
koje s leéama, filtrima i detektorima &ine opticki sistem. Celije se obasjavaju laserskim
svjetlom, a stepen rasprSenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je fizickih osobina celija -
veli¢ine (svjetlost koja se rasprsila pod malim kutom od 0,5-10, FSC - prema engl. forward
scatter) i zrnatosti (svjetlost rasprSena pod pravim kutom - SSC, prema engl. side scatter).
Dodatno obiljezavanje ¢elija slobodnim ili (ponajcesée) za monoklonalna antitijela vezanim
fluorescentnim bojama (fluorokromima), koristi se za dodatno obiljezavanje specifi¢nih
stani¢nih struktura. Fluorokromi obasjani laserskom svjetloS¢u emitiraju svjetlost vece valne
duljine od ulazne svjetlosti, a hvataju je specifi¢ni detektori proto¢nog citometra. Sve svjetlosne
signale elektronski sistem pretvara u digitalne signale, koji se prenose u elektronicko rac¢unalo
1 sluze za analizu.

Za definiciju stani¢nih populacija najes¢e se koristi citogram veli¢ine 1 zrnatosti celija
(FSCxSSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih ¢elija iz kojih ¢e se analizirati
specifiéni fluorescentni signali. Upravo je to jedna od najvec¢ih prednosti moderne proto¢ne
citometrije, buduc¢i da ¢elije prije analize nije potrebno prethodno fizicki razdvojiti. Od ostalih
prednosti valja izdvojiti veliku brzinu mjerenja signala (>10° ¢elija u sekundi), te istodobno
mjerenje viSe parametara (fizickih parametara 1 fluorescentnih signala), pa se na modernim
citometrima istodobno moze analizirati i do desetak parametara.

Premda je do danas razvijen velik broj proto¢no citometrijskih testova za analizu razli¢itih
stani¢nih obiljezja i/ili funkcija, ona se joS uvijek ponajvise koristi u cilju imunofenotipizacije,
tj. obiljeZavanja specifi¢nih ¢elijskih biljega. Od imunofenotipskih analiza posebno se izdvaja
analiza limfocita periferne krvi u cilju ocjene imunoloSkog statusa, imunofenotipizacija
leukemija i limfoma i pracenje ostatnih malignih ¢elija (minimalne rezidualne bolesti), mjerenje
broja CD34+ mati¢nih Celija hematopoeze u perifernoj krvi i leukocitnom koncentratu za
potrebe transplantacije mati¢nih celija hematopoeze, dijagnostika paroksizmalne nocne
hemoglobinurije (PNH) 1 mjerenje sadrZaja stanicne DNA u cilju otkrivanja aneuploidija
(najc¢esce u leukemijama) i proliferacijske aktivnosti ¢elija (za funkcijske testove limfocita ili
procjenu proliferacije tumorskih ¢elija). Funkcijski testovi leukocita najéesce se koriste za
mjerenje aktivacije i proliferacije limfocita, kao i za analizu funkcije granulocita (fagocitoze i
respiracijskog praska). (2)
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2.6.1. Fenotipizacija leukocita

Osnovna metoda za odredivanje relativnog i1 apsolutnog broja pojedinih razreda i podrazreda
limfocita u perifernoj krvi je imunoloska fenotipizacija limfocita, pomo¢u monoklonalnih
antitijela 1 proto¢ne citometrije. Imunoloska fenotipizacija leukocita temelji se na otkrivanju
membranskih leukocitnih diferencijacijskin antigena (LDA) iz sistema CD-klasifikacije
(engl.clusters of differentiation), pomocu specificnih monoklonalnih antitijela. CD molekule se
koriste u svrhu sortiranja ¢elija pomoc¢u raznih metoda, ukljucujuéi i proto¢nu citometriju.

Danas se obi¢no koristi dvostruko ili trostruko bojenje ¢elija, tj. istodobna analiza dva ili tri
biljega na ¢elijama. Na taj se naCin moze analizirati ne samo udio (broj) pojedine skupine
limfocita, ve¢ i njihov stupanj diferencijacije ili aktivacije. Paleta monoklonalnih antitijela koja
se koristi u dijagnostici ovisi o indikaciji. Njime se otkriva relativni i apsolutni broj limfocita T
i T-limfocitnih subpopulacija (pomagackih i citotoksi¢nih), limfocita B i NK-¢elija u perifernoj
krvi, a katkada i u koStanoj srzi.

Pri tumacenju i prikazivanju rezultata limfocitnih subpopulacija treba se sluziti referentnim
vrijednostima. Udio i apsolutni broj limfocitnih subpopulacija u krvi ovisi o dobi i spolu, pa za
djecu i starije osobe uvijek treba traziti primjerene referentne raspone, ukljucujuci one iz velikih
serija ispitanika iz literature. Pri tome treba imati na umu da je apsolutni broj ¢elija vazniji
podatak nego njihov udio u zajednickoj lozi. Pra¢enje limfocitnih subpopulacija pokazalo se
vrijednim za dijagnostiku specificnih imunodeficijencija (npr. parcijalnog Di Georgeovog
sindroma) i pra¢enje bolesnika s imunodeficijencijama, posebno u kontekstu specifi¢ne
terapije. Zrelost i stupanj diferencijacije limfocita B ispituje se na temelju izraZzavanja razreda
antigenskog receptora (IgM, IgD, IgG ili IgA) i biljega CD27. (2)

Imunofenotipizacija limfocita T moZe ukazati na specificni poremecaj: nezreli CD4+CD8+
limfociti T mogu se naci u perifernoj krvi bolesnika s teSkom zdruZenom imunodeficijencijom,
dok neizrazavanje biljega CD43 na limfocitima T karakterizira Wiskott-Aldrichev sindrom.

2.7. Metode aktivacije limfocita

Postoje brojni testovi limfocitne funkcije, no oni su, u nacelu, slozeni i nestandardizirani,
funkcijski testovi limfocita T ukljucuju mjerenje proliferacije limfocita, analizu citokina 1
imunoglobulina podrazenih limfocita i testove citotoksi¢nosti. Od funkcijskih ispitivanja
limfocita najc¢esce se izvodi test proliferacije limfocita in vitro, dok se sloZenije analize izvode
u specijaliziranim laboratorijima. Limfociti se mogu aktivirati i potaknuti na poliklonsku
proliferaciju in vitro, primjenom nespecifi¢nih aktivatora (mitogenika, superantigena, forbol-
estera i antilimfocitnih antitijela), dok se aktivacija antigen-specifi¢nih receptora inducira
»memorijskim« antigenima i alogeni¢nim molekulama HLA (tj. alogeni¢nim ¢elijama).

Mitogenici su poliklonski aktivatori limfocita, a najces¢e se koriste lektin fitohemaglutinin
(PHA), konkavalin A (ConA) 1 korovski mitogen (PWM). PHA 1 ConA sluze za procjenu
aktivacije limfocita T, a zahtijevaju prisutnost monocita za stimulaciju limfocita T. Uobicajeni
aktivatori limfocita B jesu PWM (ucinak ostvaruje preko limfocitaT) i stafilokokni protein A
(SPA). Drugi nespecifi¢ni aktivatori limfocita jesu forbol-esteri (npr. PMA) i superantigeni,
kao $to je toksi¢ni Sok sindrom toksin (engl. toxic shock syndrome toxin, TSST). Forbol-esteri
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izravno aktiviraju proteinkinazu C (PKC), ¢ime se zaobilazi pocetna faza aktivacije limfocita
preko receptora. Superantigeni aktiviraju limfocite T tako da se izravno vezu za B-lanac T-
stani¢nog receptora (TSR) 1 za molekulu 1. klase HLA na antigen-prezentujué¢im ¢elijama.

Antitijela koja se koriste za nespecifi¢nu aktivaciju limfocita T ukljucuju antitijela na signalnu
(CD3) 1 kostimulacijsku molekulu (CD28), kao 1 na razli¢ite adhezijske molekule (naprimjer,
CD2). Nasuprot poliklonskim aktivatorima, antigeni podrazavaju samo one limfocite koji
izrazavaju specificne receptore za te antigene. Za mjerljivi odgovor limfocita T na antigene in
vitro koriste se antigeni iz cjepiva, odnosno antigeni ubikvitarnih uzroc¢nika, ¢ime se ispituje
memorijski odgovor limfocita. Stoga je testiranje antigenima manje u¢inkovito u dojenackoj
dobi i u djece. Najcesce se koriste tetanusni toksoid (TT), ekstrakt Candide albicans, tuberkulin
(PPD) i streptolizin/ streptodornaza. Proliferacija limfocita na alogeni¢ne ¢elije u reakciji
pomijesanih limfocita (engl. mixed Iymphocyte reaction, MLR) je dodatna metoda za procjenu
funkcije limfocita T. Zbog svoje relativne sloZzenosti postupak nije u rutinskoj upotrebi, vec se
obi¢no izvodi u specijaliziranim centrima za transplantaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze.
Reakcija pomijesanih limfocita je in vitro metoda za prac¢enje proliferacije CD4 (Th) i nastanka
CD8 (Tc) limfocita. Kada se alogeni (razli¢iti MHC haplotipovi) limfociti stave u kulturu
zajedno, CD4 populacija se razvija. U periodu Od oko 48 sati stvara se i razvija populacija CD8
¢elija. CD4 celije, dendritike ¢elije i odredeni tipovi aksesornih éelija su vazne za MLR. (1)

Ukupna proliferacija limfocita iz alogenih loza mjeri se dodavanjem [?H]-timidin u medij
kulture 1 monitoringom njegovog preuzimanja (preuzimanje se deSava tokom svakog dijeljenja
¢elija), Ipak, nije sasvim jasno na osnovu preuzimanja [?H]-timidina koliko svaka pojedina¢na
Populacija proliferise. Ovu dilemu rijesava jednosmjerna MLR. Jedna populacija - stimulatorse
Prvo inaktivira (pomoc¢u mitomicina c ili letalnih doza X zracenja) prije dodavanja u polja za
MLR. Ove inaktivirane ¢elije omogucavaju strane aloantigene za populaciju reaktivnih ¢elija.
U periodu Od 24-48 sati, dolazi do odgovora T ¢elija, proliferacije i u periodu od sljede¢ih 48
sati Sirenja Populacije funkcionalnih citotoksi¢nih T limfocita.

Umjesto ugradnje radioaktivnog timidina, danas su razvijene sljedece tehnike:

i. mjerenje ugradnje neradioaktivnog spoja brom-deoksiuridina (BrdU) pomocu
fluorescentnih anti-BrdU antitijela i proto¢ne citometrije;

ii. analiza sadrzaja DNA proto¢nom citometrijom (mjeri se udio ¢elija u proliferaciji);

iii. mjeri se izrazaj aktivacijskih biljega CD69 ili CD25 na limfocitima s pomoc¢u
proto¢ne citometrije. Treba napomenuti da se analizom izrazavanja aktivacijskih
biljega (naprimjer CD69) na limfocitima podrazenim kroz kraci period (4-6 sati) ne
mjeri proliferacija limfocita, ve¢ samo pocetna faza, tj. aktivacija limfocita. (1)

Test proliferacije limfocita (LPA) mjeri proliferaciju limfocita postavljenih u kratkoro¢ne
kulture tkiva, gdje podlezu klonalnoj proliferaciji kada se stimuliSu in vitro stranim
molekulama, antigenima ili mitogenima. CD4 limfociti proliferiraju u odgovoru na antigene
peptide povezane sa klasom Il MHC na antigen prezentuju¢im ¢elijama. Ovaj proliferativni
odgovor limfocita na antigene in vitro javlja se samo ako je pacijent imuniziran na taj isti
antigen ili nakon oporavka od infekcije mikroorganizmima koji sadrze taj antigen ili nakon
vakcinacije sa istim. Neke normalne osobe ne reaguju na dati antigen ali vec¢ina ljudi reaguje

-----
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2.7.1. Test funkcije neutrofila

Polimorfonuklearni neutrofili (PMN) su primarne efektorske ¢elije urodenog imuniteta. Imaju
relativno kratak zivotni vijek, oko 24 sata, te se stoga konstantno stvaraju u kostanoj srzi. PMN
su prve celije koje dospijevaju na mjesto inflamacije nakon ¢ega stimulisane raznim faktorima
podlijezu respiratornom prasku i oslobadaju superoksid, antimikrobne peptide i proteine i
stvaraju ograniCen broj proinflamatornih citokina. PMN deficijencija rezultira u podloznosti
infekcijama. Ove deficijencije mogu biti posljedica smanjenog broja (supresija kostane srzi
nakon, npr. hemoterapije) ili zbog intrinzi¢kih defekata PMN. Testovi za odredivanje ovakvih
defekata podrazumijevaju evaluaciju adhezije, hemotaksije, fagocitoze, stvaranja superoksida i
ubijanja bakterija (3).

PMN koriste selektine i integrine na povrsini ¢elija da bi izveli svoju funkciju migriranja na
mjesto inflamacije. Selektin koji se nalazi na leukocitima, L selektin, uz pomo¢ endotelnih
selektina omogucava kotrljanje PMN duz endotelne povrSine. Uz prisustvo inflamatornih
medijatora (hemokini, TNF, bakterijski produkti kao §to je LPS) PMN postaju aktivirani i
¢vrsto prijanjaju na endotelnu povrsinu koriste¢i integrinske receptore. Deficijencija selektina
ili integrina vodi specifi¢noj deficijenciji leukocitne adhezije (LAD).

Kod ovakvih pacijenata ne postoji mogucnost stvaranja gnoja na mjestu infekcije. Nedostatak
ovih povrSinskih molekula odreduje se bojenjem sa monokonalnim antitijelima i
imunofenotipizacijom: LAD | pacijentima nedostaje B2 subjedinica (CD18) velikih leukocitnih
integrina, a LAD II nedostaje fukozil transferaza ukljuc¢ena u ekspresiju selektina na povrsini
lukocita. Nemogucénost PMN da adheriraju na odgovarajuc¢e povrsine se evaluira sa in vitro
adhezionim esejima.

PMN se aktiviraju sa raznim agensima 1 vezu na povrSine sa ligandima, a snaga vezivanja
odreduje se rezistencijom na ispiranje. Neutrofili koriste razne povrSne receptore za vezanje na
opsonizirane bakterije. Odredivanje ovih receptora se vrSi mjerenjem vezanih CcCestica
obiljezenih fluorescentnim bojama. Najinteresantniji i najprimjenjivaniji je test odredivanja
sposobnosti ovih ¢elija da stvaraju superoksid. To je skrining test za hroni¢nu granulomatozu,
poremecaj uzrokovan deficijencijom jedne ili nekoliko podjedinica oksidaze, koja djeluje na
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, najceS¢e na p91phox 1 p47phox protein. NajceSce se
koristi nitroblu tetrazolium test (NBT) 1 2,7 dihlorofluorescein test (DCF). NBT je jasna, Zuta,
u vodi rastvorljiva komponenta, koja formira formazan, plave boje, po redukciji. Inkubacijom
aktiviranih polimorfonukleara - PMN (postize se tretmanom sa forbol miristat acetatom (PMA),
izlaganjem LPS, inkubacijom sa opsoniziranim cesticama koje stimuliSu fagocitozu) sa NBT
rezultira u stvaranju O? i redukciji boje. Aktivirani PMN su plave boje kada se gledaju pod
svjetlosnim mikroskopom. DCF test koji se radi pomocu protocne citometrije je jednostavnija
metoda skrininga. Ovaj test zapravo mjeri nastali H20 od O2 pomoc¢u superoksid dizmutaze.
H202 mjeri se oksidacijom nefluorescentne komponente 2,7 dihlorodihidrofluorescein
(DCFH) do fluorescentne komponente DCF, koja se lako detektuje proto¢nom citometrijom.
Testovi degranulacije se obicno koriste za dijagnostiku nedostatka proteina u granulama.
Detekcija deficijencije proteina primarnih ili sekundarnih granula moZe se takoder
dijagnostikovati proto¢nom citometrijom.
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3. HELICOBACTER PYLORI

3.1. Klasifikacija

Porodica: Helicobacteraceae
Rod: Helicobacter
Vrsta: Helicobacter pylori preko 35 vrsta

Synonym(s): Campylobacter pylori (homotypic syn.), Helicobacter nemestrinae (heterotypic
syn.), Campylobacter pylori subsp. pylori (nomotypic syn.)

Helicobacter pylori (poznata kao Campylobacter pylori od ranije) je spiralna (helikoidna)
gram-negativna bakterija. Cesto se nalazi u Zelucu, te je mikroaerofilna. Posjeduje helikoidni
oblik (po ¢emu je i dobila naziv ,helicobacter®). Rezultatom evolucije u cilju penetracije
sluznice zeluca smatra se da je dobila ovaj oblike, kako bi proizvela infekciju. 1982. godine
prvi put su je otkrili australski doktori Barry Marshall i Robin Warren. (4) H. pylori je bila
povezana s limfomima limfoidnog tkiva povezanog sa sluznicom koju imaju zeludac, jednjak,
debelo crijevo, rektum, kao i tkiva oko o¢iju (nazvano ekstranodalni limfom B-¢elije rubne
zone navedenog organa), te limfoidnog tkiva u stomaku (nazvano difuzni veliki limfom B-
¢elija) (5).

N Qm—

llustracija 1 Helicobacter pylori?

Faktori rizika povezani sa rakom Zeluca (ilustracija 2) spadaju u dvije glavne grupe. Prvi se
sastoji od potencijalno promjenjivih egzogenih faktora rizika, kao $to su unos soli u ishrani i
nitrozamina, faktori virulencije H. pylori, ne-Helicobacter Zelu¢ana mikrobiota i pusacki status.
Drugu grupu ¢ine nepromjenjivi genetski ili intrinzi¢ni faktori rizika domac¢ina. Medu ovim
genetskim faktorima su polimorfizmi na lokusima koji kodiraju citokine i njihove receptore,

2 https://neuromid.com/association-of-helicobacter-pylori-with-multiple-sclerosis-protective-or-risk-factor/
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stromalni remodeliraju¢i proteini, kao Sto su matriks metaloproteinaze i antigen mati¢nih
stanica prostate (PSCA), koji u kontekstu zeluCane patologije, djeluje kao tumor supresorski
gen (12).

Razvoj karcinoma Zeluca odvija se stereotipnim patoloskim putem (Ilustracija 2 i 3), koji je
prvi put predloZzen mnogo prije identifikacije H. pylori. Tokom nekoliko decenija, neke osobe
S hroni¢nim povrsSinskim gastritisom razvijaju zelu¢anu atrofiju, koju karakterizira mrsavi
gubitak parijetalnih stanica u sluznici zelu¢anog korpusa. Ovo smanjuje lucenje zeluCane
kiseline, Sto dovodi do veceg intraluminalnog pH, smanjenog luCenja somatostatina i
posljedi¢nog lucenja gastrina. Osim $to stimulira luc¢enje kiseline iz parijetalnih stanica, gastrin
takoder pojacava proliferaciju u zoni mati¢nih stanica epitela zeluca sto dovodi do povecanja
prometa epitelnih stanica (12).

. Bacterial ,
Diet I Smoking I

Endogenous risk factors

Helicobacter
pylori

Intestinal

metaplasia
Ngz::i?:l Superficial Atrophic Dysplasia Gastric
gastr gastritis gastritis ysp adenocarcinoma
epithelium
SPEM
[ |
Endogenous risk factors
Host genotype

‘rer::gg:ﬁrlug \ [Inﬂammaﬁon] [ Apoptosis ] [Proliferaﬁon]
[ Hypergastrinaemia W

llustracija 2 H. pylori infekcija i progresija u karcinom Zeluca. Shema koja pokazuje
patolosku progresiju preneoplazije Zeluca izazvane H. pylori i naglasava endogene faktore
rizika za progresiju ka karcinomu Zeluca. SPEM, metaplazija koja eksprimira spazmoliticki

polipeptid (12)
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llustracija 3 Modeliranje patoloskih ishoda infekcije Helicobacter. Sematski prikaz glavnih
patoloskih ishoda infekcije Helicobacter kod ljudi, oznacen detaljima o najbolje
okarakteriziranim modelima in vivo za ova stanja (12)

H. pylori obi¢no izaziva asimptomatsku infekciju, ponekad moze uzrokovati gastritis (upalu
zeluca) odnosno ¢ireve na pocetku duodenuma. Ovu infekciju mozemo takoder povezati i s
razvojem odredenih karcinoma. Oni se javljaju kod manje od 20 % slucajeva. Neka ispitivanja
su pokazala da bakterija H. pylori uzrokuje i Siri spektar drugih oboljenja (npr. anemija
nedostatka Zeljeza, multipla skleroza, idiopatska trombocitopeni¢na purpura, ateroskleroza,
Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest, psorijaza, nekoliko autoimunih bolesti koZze, bolest
koronarnih arterija, parodontoza, Guillain-Barréov sindrom, rozacea, hroni¢na urtikarija,
opadanje kose na pojedinim mjestima, dijabetes melitus, Henoch—Schénleinova purpura, nizak
nivo vitamina B12 u krvi, blefaritis, autoimuna neutropenija, glaukom otvorenog ugla,
antifosfolipidni sindrom, diskrazija plazminih celija, reaktivni artritis, centralna serozna
retinopatija, metabolicki sindrom, ne-alkoholni steatohepatitis, razliCiti tipovi alergija,
hepaticka fibroza, ne-alkoholna bolest masne jetre te karcinom jetre (6).

Smatra se da bakterijska infekcija ima zastitne efekte nosioca zaraze protiv infekcija od ostalih
patogena, astme, gojaznosti, celijakije, upalne bolesti crijeva, rinitisa, atopijskog dermatitisa,
gastroezofagealne refluksne bolesti, i raka jednjaka. Ipak, ova istrazivanja Stetnih i zastitnih
efekata su se Cesto zasnivala na korelaciji umjesto na direktnoj vezi i ¢esto su bila u suprotnosti
s drugim istraZivanjima koja pokazuju suprotan ili nikakav u¢inak na navedenu bolest, tako da
je dosta ovih tvrdnji ostalo kontroverzno (5).
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H. pylori po nekim istraZivanjima igra vaznu ulogu u prirodnoj abdominalnoj ekologiji. Jedan
od primjera, uticajem tipa bakterija koje koloniziraju probavni sistem. Ostala istrazivanja
ukazuju da ne-patogeni sojevi H. pylori mogu korisno normalizirati lu¢enje Zeluc¢ane Kiseline i
regulisati apetit.

llustracija 4 Helicobacter pylori®

Procjene iz 2015. godine pokazuju da je infekciju (ili kolonizaciju) bakterijom H. pylori imalo
viSe od pola svjetske populacije, posebno u zemljama u razvoju. Posljednjih decenija, u dosta
zemalja svijeta smanjuje se rasprostranjenost H. pylori u digestivhom sistemu (7).

James K.Y. Hooi i sar. opisuju podatke u 2017. godini koji se odnose na 2015. godinu (11) i
navode da se epidemiologija infekcije Helicobacter pylori promijenila sa pobolj$anjima
sanitarnih uslova i metodama eradikacije. IzvrSili su sistematski pregled i meta-analizu kako bi
procijenili promjene u globalnoj prevalenci infekcije H pylori. Izvrsili su sistematsku pretragu
baza podataka MEDLINE i EMBASE za studije prevalencije infekcije H. pylori objavljene od
1. januara 1970. do 1. januara 2016. Analizirali su podatke na osnovu geoshemskih regiona
Ujedinjenih nacija i pojedina¢nih zemalja. Koristili su model slucajnih efekata da izracunaju
objedinjene procjene prevalencije sa 95% intervala povjerenja (CI), ponderisane veli¢inom
studije. Ekstrapolirali su procjene prevalencije iz 2015. kako bi dobili procijenjeni broj osoba s
infekcijom H pylori. Medu 14.006 pregledanih izvjestaja, identifikovali su 263 ¢lanka u punom
tekstu o prevalenci infekcije H. pylori; U kona¢nu analizu ukljuceno je 184, ukljuc¢ujuci podatke
iz 62 zemlje. Afrika je imala najvecu skupnu prevalenciju infekcije H. pylori (70,1%; 95% ClI,
62,6-77,7), dok je Okeanija imala najnizu prevalenciju (24,4%; 95% CI, 18,5-30,4). Medu
pojedinaénim zemljama, prevalenca infekcije H. pylori varirala je od samo 18,9% u Svajcarskoj
(95% Cl, 13,1-24,7) do 87,7% u Nigeriji (95% CI, 83,1-92,2). Na osnovu regionalnih procjena
prevalencije, bilo je oko 4,4 milijarde osoba s infekcijom H. pylori Sirom svijeta u 2015.

Na kraju zakljucuju da u sistematskom pregledu i meta-analizi za procjenu prevalencije
infekcije H. pylori u svijetu, uoc¢ena je velika koli¢ina varijacija medu regijama — vise od
polovine svjetske populacije je zaraZzeno. Ovi podaci se mogu koristiti u razvoju prilagodenih
strategija za globalno iskorjenjivanje (11) $to se moze vidjeti na mapi 1.

3 https://gastroenterologija.com/h-pylori-prehrana/
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llustracija 5 Globalna prevalencija (HP choropleth map). Odredene regije su uvecane kako
bi se bolje prikazale manje zemlje. Interaktivna globalna mapa na mrezi koja prikazuje HP-
OVU rasprostranjenost moze se naci na sljedecem URL:

https://people.ucalgary.ca/ ~ggkaplan/HP2016.html.

Sli¢no istrazivanje su proveli i podatke dobili i Michael D. Burkitt i sar. (12) §to se moze
vidjeti na ilustraciji 6.
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llustracija 6 Prevalencija infekcije Helicobacter pylori Sirom svijeta. Mapa pokazuje
prevalenciju infekcije H. pylori u razlicitim dijelovima svijeta. Posebno je visoka prevalencija
u subsaharskoj Africi, Latinskoj Americi i na Bliskom istoku. Australazija, Svicarska i opéenito
Sjeverna Amerika i Zapadna Evropa imaju najmanju incidencu infekcije H. pylori. Podaci
izvedeni iz Asfeldt et al., 2008; Ben Mansour et al., 2016; Laszewicz et al., 2014; Luzza et al.,
2014; McDonald et al., 2015; Peleteiro et al., 2014; Saltanova, 2001; Sanchez Ceballos et al.,
2007; van Blankenstein et al., 2013..

3.2. Morfologija

Helicobacter pylori je mali spiralno zavijeni Gram-negativni bacil. Pokretan je pomocu 4-6
flagela koje se nalaze na jednom polu. Moze biti u obliku zareza, ili kracih ili duzih spirala. U
miroskopskom razmazu izgleda kao »krila galebay ili u obliku slova S.

3.3. Patogenost

Infekcija nastaje peroralnim putem. Helicobacter pylori prolazi kroz sloj sluzi, potom se veze
kiseline prisutne u zelucu (pH vrijednost u lumenu Zeluca iznosi 1-2, a uz epitel je oko 7,4).
Ova bakterija luci enzim ureazu koja lokalno snizava pH od 2 do 6-7. Pretpostavlja se da kad
jednom kolonizira sluznicu, tu ostaje dugo, mozda i1 dozivotno. Infekcija moze proci
asimptomatski ili se moze razviti klinic¢ka slika akutnog gastritisa (bol u epigastriju, mucnina,
povracanje). Akutni gastritis moZze pre¢i u hronicni gastritis. Tako upalno promijenjena sluznica
je povoljno mjesto za razvoj peptickog ulkusa u zelucu ili u duodenumu. Helicobacter pylori se
dovodi u vezu i sa adenokarcinomom i sa MALT limfomom (4).
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3.4. Kulturelne osobine

Helicobacter pylori je mikroaerofilna bakterija. Za rast joj treba 5-6% kisika, povisena
koncentracija CO, (7-12%), te povecana vlaznost. Za izolaciju iz klini¢kih uzoraka koristi se
Campylobacter selektivna podloga. Male kolonije porastu za 3-7 dana pri temperaturi od 35-
37*C, Na krutoj podlozi raste sporo; tek nakon 3-7 dana inkubacije porastu sitne, bezbojne,
glatke, jajne kolonije 1-2 mm u promjeru. (Slika 2)
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Slika 2. Imunohistohemijsko bojenje H. pylori (smede) iz biopsije Zeluca

3.5. Identifikacija

Identificira se pomoc¢u biohemijskih reakcija. Helicobacter pylori je: katalaza-pozitivan,
oksidaza-pozitivan, snazno ureaza-pozitivan. Razvijene su molekularne metode detekcije H.
pylori iz razli¢itih materijala (bioptickog uzorka, stolice). Dokazivanje infekcije sa H. pylori
vrsi se iz bioptickog uzorka zelucane sluznice ili se dokazuje DNA bakterije u stolici.(4)

Indirektno se infekcija moZe dokazati manje invazivnim metodama:

e U serumu pacijenta mogu se dokazati antitijela koja nastaju tokom infekcije, ostaju
dugotrajno pozitivna, a titar im se znatno smanjuje nakon terapije. Za dokazivanje
antitijela koristi se enzimski imuno test ELISA (pri tome kao antigen sluzi ili cijela
bakterija ili ekstrakt pojedinih dijelova bakterije ili enzim ureaza).

e Zbog snazne aktivnosti ureaze, urea data peroralno pacijentu koji ima H. pylori brzo se
razgraduje, te tako nastali CO, moze se dokazati u izdahnutom zraku. Ova metoda
koristi se vrlo rijetko.

4 https://bs.wikipedia.org/wiki/Helicobacter_pylori
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3.6. Epidemiologija

Ovom bakterijom zaraZzeno je najmanje pola svjetske populacije, pa je to Cini
najrasprostranjenijom infekcijom u svijetu. Stopa zaraze trenutno varira zavisnosti od lokacije;
puno vecu stopu zaraze imaju zemlje u razvoju u odnosu na Zapad (Zapadna Evropa, Sjeverna
Amerika, Australija), gdje su procijenjene stope oko 25%.(4)

Na patoloski ishod infekcije utice dob pri kojoj neko dobije ovu bakteriju uti¢e. Osobe zarazene
u ranoj dobi imaju vece Sanse razviti ja¢e upale koje mogu biti prac¢ene atrofiénim gastritisom
sa ve¢im naknadnim rizikom od Zelu¢anog ¢ira, zeluanog raka, ili oboje. Infekcije kod osoba
starije dobi dovodi do razli¢itih ZzeluCanih promjena koje veoma cesto dovode do
dvanaestopalacnog (duodenalnog) ¢ira. Tokom ranog djetinjstva infekcije se sticu u svim
drzavama. U zemljama u razvoju stopa zaraze ipak je vec¢a nego u industrijaliziranim nacijama.
Uzrok je vjerovatno loSiji sanitarni uslovi, uz slabiju primjenu antibiotika za nevezane
patologije. U razvijenim zemljama, trenutno je rijetko moguée pronaci zarazeno dijete, dok
procenat zarazenih osoba povecava se sa godinama, sa oko 50% zaraZenih osoba dobi preko 60
godina u odnosu na 10% kod osoba izmedu 18 i 30 godina. Vecéa prevalencija kod starijih
odrazava vece stope infekcije u proslosti kada su te osobe bile djeca prije nego se desila
infekcija u kasnijoj dobi tih osoba. Primjerice u SADu, kod afroamerickog i hispanoamerickog
stanovniStva rasprostranjenost zaraze je veca, najvise zbog socioekonomskih faktora. Visi nivo
higijenskih standarda kao i rasirena upotreba antibiotika uglavnom dovela je do nize stope
infekcije na Zapadu. Iako se opc¢a ucestalost infekcije H. pylori smanjuje u svim dijelovima
svijeta, javlja se pojava otpornosti na antibiotike za H. pylori; pronadeno je viSe sojeva otpornih
na metronidazol i klaritromicin u vise dijelova svijeta (6).

3.7. Znakovi i simptomi

Simptome i komplikacija gotovo do 90% osoba sa infekcijom H. pylori nikad ne osjeti. Ali
osobe koje su zarazene sa H. pylori posjeduju 10% do 20% rizika da razviju stomacne Cireve
za vrijeme Zivota. Infekcija se javlja kao akutni gastritis sa bolom u stomaku ili sa mu¢ninom.
Ukoliko se razvije u hroni¢ni gastritis, kada su prisutni simptomi, ¢esto su jednaki onima od
neulcerozne dispepsije: stomacni bolovi, mucnina, nadimanje, podrigivanje 1 ponekad
povracanje. Izmedu obroka, ukoliko je zeludac, uranim jutarnjim satima, bol se najcesce javlja.
Bol se mozZe javiti i u drugim dijelovima dana. Manje ¢esti simptomi ¢ira uklju¢uju mucninu,
povracanje te gubitak apetita (4).

Izlu¢ivanjem tamne stolice moZemo zapaziti krvarenje u zelucu. Ukoliko je prisutno produzeno
krvarenje, moze do¢i do anemije. Ona uzrokuje slabost i umor. Hematemeza, hematohezija ili
melena se mogu dogoditi kod teskog krvarenja. Do duodenalnih Cireva Cesto dovodi upala
pilorusa (koji spaja Zeludac i duodenum). Do ¢ira Zeluca moZe dovesti upala sluznica Zeluca.
Kolorektalni odnosno Zelucani polipi mogu izrasti kod osoba sa infekcijom H. Pylori. Oni
predstavljaju nekancerozne izrasline ovih sluznica. Polipi su obi¢no bez simptoma, a mogu biti
uzrok Zgaravice, krvarenja gornjih probavnih organa 1 rijetko opstrukcije Zelu¢anog izlaza. Kod
kolorektalnih polipa moZe do¢i do rektalnog krvarenja, proljeva, anemije, gubitka teZine,
bolova u stomaku i sl.

Povecan rizik od razvoja karcinoma imaju osobe sa hroni¢nom infekcijom H. Pylori. Najces¢i
su zelucani adenokarcimoni, zatim difuzni veliki B-¢elijski limfom Zeluca, jos rjede, debelog
crijeva, rektuma, jednjaka, ili o¢nih adneksa (npr. orbita, konjuktiva, i/ili oénih kapaka).



3.8. Tretman

3.8.1. Gastritis

Najces¢a manifestacija infekcije bakterije H. Pylori je akutni ili hroni¢ni povrSinski gastritis.
Simptomi i znakovi ovog gastritisa, kod dosta osoba nestaju spontano bez pribjegavanja
protokolima za iskorjenjivanje H. pylori. Kod ovakvih slu¢ajeva, infekcija H. pylori prisutna je
1 nakon remisije. Kako bi se iskorijenila bakterija razli¢iti antibiotici se koriste, zajedno sa
inhibitorom protonske pumpe. To obi¢no dovodi do izljeCenja. "Trojna terapija" sastoji se od
klaritromicina, amoksicilina, te inhibitora protonske pumpe u trajanju 14-21 dan (2-3
sedmice). Obi¢no se smatra tretmanom prve linije (6).

3.8.2. Peptic¢ni Cirevi

Kod osobe sa pepticnim ulkusom, prilikom ustanovljenja postojanja H. pylori, iskorjenjivanje
bakterije je standardna procedura, kako bi se omogucilo zalijecenje Cira. Jednosedmicna "trojna
terapija” koja se sastoji od inhibitora protonske pumpe (IPP) poput omeprazola i antibiotika
klaritromicina i amoksicilina je standardna terapija prve linije. (Dejstvo IPP-a protiv H. pylori
moze se oznaciti kao direktan bakteriostatski efekt zbog inhibicije bakterijske P-tip ATPaze
i/ili ureaze.) Vremenom su se razvile varijante trojne terapije, poput razli¢ite vrste IPP-a, kao
Sto je pantoprazol ili rabeprazol, kao i zamjena amoksicilina sa metronidazolom za osobe
alergi¢ne na penicilin. Kod osoba sa pove¢anom otpornos¢u na klaritromicin druge opcije se
preporucuju. Ovom terapijom je revolucioniziran tretman pepti¢nih Cireva, te je omoguceno
lijecenje bolesti. Prethodno, jedina opcija bila je kontrola simptoma koriStenjem antacida H2-
antagonista ili samog inhibitora protonske pumpe.

3.8.3. Ekstranodalni limfom B-¢elije rubne zone

Ekstranodalni limfomi B-¢elije rubne zone (poznati kao MALT limfomi) su generalno
indolentni maligniteti. Preporucen tretman za H. pylori-pozitivne ekstranodalnog limfoma
marginalne zone B-celija zeluca, kada je lokaliziran (npr. Ann Arbor stage I i II), sastoji se od
primjene rezima kombinacije antibiotik-IPP koji obuhvataju rezime iskorjenjivanja bakterije.
Ako pocetni rezim ne uspije iskorijeniti patogena, pacijenti se tretiraju alternativnim
protokolima. Iskorjenjivanje patogena je uspjeSno u 70-95% slucajeva. Otprilike 50-80%
pacijenata koji uspiju iskorijeniti patogena nakon 3-28 mjeseci razviju remisiju i dugotrajnu
klinicku kontrolu njihovog limfoma. Radijacijska terapija za zeludac i okolne (npr.
perigastri¢ne) limfne ¢vorove takoder se uspjeSno koristi za ovakve lokalizirane slucajeve.
Pacijenti sa nelokaliziranim (npr. sistematski Ann Arbor faza 111 i V) bolestima koje su bez
simptoma pazljivo se promatraju, a ako su simptomatski, tretiraju se imunoterapijskim
tabletama, rituximabom, (koji se uzima 4 sedmice) zajedno sa hemoterapijom,
kloroambucilom, u trajanju od 6-12 mjeseci; 58% ovih pacijenata dostignu 58% stopu
prezivljavanja bez progresije bolesti za 5 godina. Pacijenti faze III/IV se uspje$no lijece sa
rituximabom ili samom hemoterapijom, kao §to je ciklofosfamid. Samo su se rijetki H. pylori
pozitivni slucajevi ekstranodalnog limfoma marginalne zone B-¢elije debelog crijeva uspjesno
lijecili rezimom antibiotik-inhibitor protonske pumpe; trenutno preporuceni tretmani za ovu



bolest jesu operativna resekcija, endoskopska resekcija, radijacija, hemoterapija, ili,
odnedavno, rituximab. U nekoliko prijavljenih H. pylori pozitivnih slucajeva ekstranodalni
limfom rubne zone B-¢elije jednjaka, lokalizirana bolest se uspjesno tretira rezimom antibiotik-
IPP; ipak, uznapredovala bolest je manje responzivna na ove rezime, ali djelimi¢no je
responzivna na rituximab (5).

Terapija sa antibioticima i inhibitorom protonske pumpe i lokaliziranom radijacijom se
uspjesno koriste za tretiranje H. pylori pozitivnog ekstranodalnog limfoma rubne zone B-Celije
rektuma; mada je radijacijska terapija dala malo bolje rezultate te se tako preporucuje kao
preferirani tretman za bolest. Tretman lokaliziranog H. pylori pozitivnog ekstranodalnog
limfoma rubne zone B-¢elije o¢nih adneksa sa rezimom antibiotika i inhibitora protonske
pumpe postigao je dvogodiSnju i petogodiSnju stopu prezivljavanja bez greSke od 67%, odnosno
55%, a petogodisnju stopu bez napredovanja bolesti od 61%. Ipak, generalno prepoznat izabrani
tretman za pacijente sa sistemskim ukljucivanjem koristi razne hemoterapijske medikamente
¢esto u kominaciji sa rituximabom (5).

3.8.4. Difuzni veliki B-¢elijski limfom

Daleko agresivniji karcinom je difuzni veliki B-¢elijski limfom u odnosu na ekstranodularni
limfom marginalne zone B-¢elija. Uzroci ovog maligniteta koji su H. pylori pozitivni mogu se
izvesti iz drugog navedenog limfoma i manje su agresivni kao i podlozniji lije¢enju u odnosu
na H. pylori negativne slucajeve (6).

Neka od novih istrazivanja sugeriraju da u ranoj fazi, lokalizirani, H. pylori pozitivni difuzni
veliki limfom B-¢elija, ukoliko je na Zeludac ograni¢en, moze uspjesno tretirati antibiotik-1PP
rezimom. Takoder, studijama se nalaze dodatno pracenje pacijenata koji se tretiraju jednim od
tretmana za iskorjenjivanje HPY, s obzirom na agresivnost difuznog velikog B-¢elijskog
limfoma. Ukoliko dode do klinickog pogorSanja na ovom rezimu ili se pronade
neresponzivnost, ovim pacijenti se prebacuju na konvencijalnije terapije kao Sto je hemoterapija
(npr. CHOP ili tretman slican CHOP-u), imunoterapija (npr. rituximab), operativni zahvat, i/ili
lokalna radioterapija. Kombinacijom jednog ili vise navedenih metoda se uspjes$no tretiraju
HPY pozitivni difuzni veliki B-¢elijski limfomi.

3.8.5. Adenokarcinom Zeluca

Sa vecinom slu¢ajeva adenokarcinoma Zeluca povezana je H. pylori, posebno sa onima koji se
nalaze van zelucane kardije (spoj zeluca i duodenuma). LijeCenje ove vrste karcinoma je jako
agresivno cak i kod lokalizirane bolesti koja se naknadno tretira sa hemoterapijom i radijacijom
prije operativne resekcije. Posto je ovaj karcinom, jednom kada se razvije, nezavisan od zaraze
s H. pylori, rezim s antibioticima 1 inhibitorom protonske pumpe ne koristi se u ovom tretmanu.

3.9. Otpornost na antibiotike
Sve veci broj osoba zarazenih bakterijom H. Pylori je otporan na antibiotike. Otpornost dovodi

nekoliko serija antibiotske terapije, zbog neuspjelog prvobitnog tretmana. U upotrebi je onda i
Cetverostruka terapija. Kod cetverostruke terapije dodaje se bizmutov koloid, kao $to je bizmut-



subsalicilat. Kod sojeva otpornih na klaritromicin, preporuka je koristenje levofloksacina kao
jednog dijela terapije (8).

Supresivni efekat na HPY vrsi unos mlijecne kiseline kod zivotinja i1 ljudi, te suplementi
jogurtoma sa laktobacilima i bifidobakterijama povecali su stopu iskorjenjivanja H. pylori kod
ljudi. Butirat proizvode simbiotske bakterije koje su obi¢no prisutne u crijevima. Ponekad se
koriste, kao dodatak antibiotskoj terapiji, probiotici koji takoder pomazu zaustavljanje infekcije
HPY. Antimikrobe koji vrSe destrukciju ¢elijskog zida H. Pylori sadrzi buterna kiselina. Ona
uniStava zid induciranjem izrazaja regulatorne T-Celije (posebno, FOXP3) i sintezom
antimikrobnih peptida koji se zovu LL-37, koji nastaju njenim djelovanjem inhibitora histonske
deacetilaze (7).

Sulforafan, tvar koja se pojavljuje u brokulama i karfiolu, predlozena je kao tretman. Kao
dodatni tretman predlaZe se i parodontalna terapija skaliranja i planiranja korijena.

3.10. Prognoza

Infekcijom bakterija H. pylori nastanjuje Zeludac, pa dovodi do hroni¢nog gastritisa, tj.
dugotrajnog zapaljenja zeluca. Bakterija moze opstati kod veéine osoba u trbuhu decenijama.
Klinicke simptome ne osjeti velika vecina zarazenih osoba, iako imaju hroni¢ni gastritis.
Vremenom do Zelucani i duodenalni ¢irevi se razviju kod oko 10-20% osoba koje imaju H.
pylori. Ova infekcija povezana je i sa rakom Zeluca, sa 1-2% rizika tokom Zivota, te manje od
1% rizika od zelu¢anog MALT limfoma.

Smatra se da kod nelijecene infekcije sa H. Pylori, bakterija ostaje ¢itav zZivot jednom kad se
uspostavi u zelucu. Kod starijih, ipak, infekcija moze nestati jer zelu¢ana sluznica postaje
uveliko atrofi¢na i negostoljubiva za kolonizaciju. Nije poznat odnos akutnih infekcija koje
opstaju, ali neka istrazivanja koja su pratila prirodnu historiju kod stanovnistva, prijavilo je
ociglednu spontanu eliminaciju (8).

Sve je veci broj dokaza koji utvrduju kako HPY moze imati ulogu u zastiti od nekih bolesti.
Smanjenjem prisustva HPY u populaciji, dramati¢no je porasla ucestalost refluksne kiseline,
Barrettovog ezofagusa i raka jednjaka. 1996 godine, Martin J. Blaser je iznio tvrdnju kako H.
pylori ima koristan efekat regulisanjem kiselosti sadrZaja Zeluca. Ova hipoteza nije univerzalno
prihvacena jer nasumicna kontrolirana ispitivanja nisu uspjela pokazati pogorSanje simptoma
bolesti refluksne kiseline prate¢i iskorjenjivanje H. pylori. Ali Blaser je potvrdio svoj stav kako
je HPY ¢lan normalne flore Zeluca. Pretpostavio je da su promjene u fiziologiji Zeluca
uzrokovane gubitkom H. pylori doprinijele porastu javljanja nekoliko bolesti, poput dijabetesa
tipa 2, pretilosti i astme. Takoder, ova grupa nedavno je ukazala kako kolonizacija HPY
bakterije povezana s nizom ucestalos¢u djecje astme (6).

3.11. Historija

Oko 60.000 godina prije, H. pylori je migrirala iz Afrike zajedno sa njenim domacinom (ljudski
nosioc). Istrazivanja pokazuju da geneti¢ka raznolikost kod H. pylori, u odnosu na one kod
domacina, smanjuju sa fizickom udaljeno$éu od isto¢ne Afrike. KoriStenjem podataka
geneti¢ne raznolikosti, istrazivaci su napravili simulacije koje pokazuju da se bakterija rasirila
iz istocne Afrike prije oko 58.000 godina. Ovi rezultati pokazali su kako savremeni covjek bio



zarazen sa HPY prije migracije iz Afrike, te da je bakterija ostala povezana sa ljudskim
nosiocima iz tog vremena (9).

Barry Marshall i Robin Warren, doktori iz Pertha (Zapadna Australija) su 1982. godine otkrili
Helicobacter pylori prvi put u stomaku pacijenata sa gastritisom i ¢irevima. Konvencionalno
razmisljanje tog vremena bilo je kako bakterija moze zivjeti u kiseloj okolini ljudskog zeluca.
2005. godine ova dva nau¢nika su dobili Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu (8).

Prije istrazivanja Marshalla i Warrena, njemacki naucnici nasli su bakteriju spiralnog oblika u
sluznici ljudskog Zeluca 1875. godine, ali nisu bili u moguénosti uzgojiti je, te su rezultati na
kraju zaboravljeni. Italijanski istraziva¢ Giulio Bizzozero opisao je bakterije sli¢nog oblika koje
zive u kiseloj okolini Zeluca kod pasa 1893. godine. Profesor Walery Jaworski sa Jagelonskog
univerziteta u Krakowu ispitivao je sedimente zeluca koji su uzeti ispiranjem zeluca kod ljudi
1899. godine. Medu nekim Stapicastim bakterijama, on je takoder naSao bakteriju sa
karakteristi¢énim spiralnim oblikom, koje je zvao Vibrio rugula. On je bio prvi koji je sugerisao
na mogucu ulogu ovog organizma u patogenezi zelucanih bolesti. Njegov rad je uvrSten u knjizi
Handbook of Gastric Diseases, ali je imao mali uticaj, jer je bio napisan na poljskom jeziku.
Nekoliko manjih studija izvrSenih u ranom 20. vijeku pokazalo je prisustvo zakrivljenih Stapica
u zelucu kod vise osoba sa ¢irem ili rakom na zelucu. Interes za bakterijom je opadao, jer
americka studija objavljena 1954. godine nije uspjela vidjeti bakteriju kod 1180 slucajeva
Zelucane biopsije (5).

1970ih je nastavljen interes za razumijevanjem uloge bakterije kod trbusnih bolesti, sa
vizualizacijom bakterija u Zelucu kod osoba sa stoma¢nim ¢irevima. 1979. godine Robin
Warren je posmatrao bakteriju, dok je 1981. godine dalje istrazio sa Barryjem Marshallom.
1982. godine su uspjeli vizuelizirati kolonije, kada su nenamjerno ostavili Petrijeve zdjelice na
inkubaciji pet dana tokom uskrs$njeg vikenda. U njihovim originalnim dokumentima, Warren 1
Marshall su tvrdili da stomacne Cireve 1 gastritis uzrokuje bakterijska infekcija, a ne stres ili
zaCinjena hrana, kako se ranije pretpostavljalo.

Skepticizam je bio prvobitno izrazen, dok je kroz nekoliko godina kasnije viSe istrazivackih
grupa je verificiralo povezanost HPY sa gastritisom i ¢irom (U manjem omjeru). Marshall je
popio ¢asu sa kulturom Helicobacter pylori, kako bi dokazao da ova bakterija uzrokuje gastritis,
a da nije slu¢ajni prolaznik. Kroz nekoliko dana je obolio sa mu¢ninom i povrac¢anjem. Nakon
10 dana inokulacije, endoskopijom su dokazani znakovi gastritisa i prisustvo H. pylori. Ovi
rezultati su potvrdili kako je H. pylori uzro¢nik. Ovi naucnici pokazivali su kako antibiotska
terapija ima ucinka u lijeCenju vise slucajeva gastritisa. Prvu trojnu terapiju je izumio Thomas
Borody (gastroenterolog iz Sidneja) 1987. godine za lijeCenje duodenalnih Cireva. 1994. godine,
Nacionalni instituti za zdravlje navode da su naj¢esci ¢irevi duodenuma i zeluca bili uzrokovani
infekcijom H. pylori, te su savjetovali ukljucivanje antibiotske terapije za tretman (9).

Prvobitno bakterija je nazivana Campylobacter pyloridis, a kasnije preimenovana u C. pylori
1987. godine (pylori je genitiv od pylorus, kruzni otvor koji vodi zeludac u duodenum, od
starogrcke rije¢i moAwpog (pilorus), Sto znaci vratar.). Kada su 16S ribosomska RNK,
sekvenciranje gena i ostala istrazivanja pokazala 1989. godine da bakterija ne pripada rodu
Campylobacter, bakterija je prebacena u svoj rod, Helicobacter, od starogrcke rijeci €émE
(heliks) Sto znaci "spirala" ili "kalem" (4).

Grupa stru¢njaka u Kopenhagenu se oktobra 1987 sastala kako bi osnovala Evropsku
Helicobacter studijsku grupu (EHSG), medunarodne multidisciplinarne istrazivacke grupe i



jedine institucije fokusirane na HPY. Ova organizacija je ukljuc¢ena u Godisnju medunarodnu
radionicu za Helicobacter te sli¢ne bakterije, IzvjesStaje iz Maastrichtskog konsenzusa (Evropski
konsenzus za upravljanje H. pylori), i ostale obrazovne i istrazivacke grupe, ukljucujuéi dva
medunarodna dugorocna projekta:

e Hp-EuReg - Evropski registar za upravljanje sa HPY — baza podataka koja sistematski

registrira rutinske Klini¢ke prakse evropskih gastroenterologa.

OptiCare - Optimalno upravljanje s HPY u primarnoj njezi — dugoro¢ni obrazovni projekt koji
cilja na Sirenje preporuka iz Maastrichta zasnovanim na dokazima IV konsenzusa za ljekare
primarne njege u Evropi, koji finansira grant za obrazovanje iz United European
Gastroenterology.

3.12. Adaptacija na Zeludac

H. pylori uz pomo¢ svojih bi¢eva zakopava u sluznicu Zeluca kako bi dosegla epitelne celije
ispod (u podrucje manje kiselosti), kako bi izbjegla kiselu sredinu lumena Zeluca. Ova bakterija
osjeti pH vrijednost sluznice, te se pomjera prema manje kiselom dijelu (hemotaksija). Ovim
odrzava bakteriju da ne bude gurnuta unutar lumena sa bakterijskom sluznom sredinom, koja
se neprekidno pomjera od mjesta nastanka na epitelu do razlaganja na sucelju lumena.

Na unutrasnjoj povrsini epitela sluznice se nalazi H. pylori, a ponekad unutar samih celija
epitela. Na epitelne celije prijanja proizvode¢i adhezive. Adhezivi se vezu na lipide i
ugljikohidrate u epitelnoj ¢elijskoj membrani. BabA, je jedan od ovakvih adheziva koji se veze
na Lewis b antigen. Ovaj antigen se nalazi na povrsini ¢elija zelu¢anog epitela. Prijanjanje H.
pylori preko BabA zavisi od kiselosti i moZze se potpuno reverzirati smanjenjem pH. Predlozeno
je da BabA reakcija na kiselinu omoguéava prijanjanje dok istovremeno dopusta efektivan bijeg
iz nepovoljne okoline na pH vrijednost koja je $tetna za organizam. Drugi takav adheziv, SabA,
veze se na povecane nivoe sialyl-Lewis x antigena koji je izrazen na sluznici zeluca.(10)

Koristenjem hemotaksije kako bi izbjegla podruéje niskog pH, bakterija takoder neutralizira
kiselinu u svojoj okolini proizvodec¢i velike koli¢ine ureaze. Ureaza razlaze prisutnu ureu u
zelucu na COz i amonijak. Reagujuci sa jakim kiselinama u okolini proizvode neutralnu okolinu
oko H. pylori. Nokautni mutanti ureaze nisu sposobni za kolonizaciju. Izraz ureaze nije samo
neophodan za uspostavljanje prvobitne kolonizacije nego 1 za odrZzavanje hroni¢ne infekcije.
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Slika 3. Helicobacter pylori pod elektronskim mikroskopom?®

3.13. Prevencija

Postoji jasna potreba za novim terapeutskim strategijama radi prevencije ili uklanjanja
bakterije, zbog uloge H. pylori kao velikog uzro¢nika odredenih bolesti (posebno karcinoma) i
njene povecane otpornosti na antibiotike. Na razvoj odrzive vakcine je ulozeno puno rada s
ciliem omogucivanja alternativne strategije za kontrolu infekcije H. pylori kao i ostalih
popratnih bolesti. Naucnici istrazuju razli¢ite pomocnike (katalizatore), antigene i rute
imunizacije kako bi se utvrdio najprikladniji sistem imunolo$ke zastite. Tek nedavno vecina
istrazivanja je presla sa testiranja zivotinja na testiranje ljudi. Potencijalna vakcina za HPY kod
beba, ekonomskom evaluacijom utvrdila je da bi bila isplativo rjeSenje za prevenciju pepti¢nih
¢ireva 1 trbusnih adenokarcinoma (barem u Holandiji). Takoder i u SADu je proucavan slican
pristup. Ali do kraja 2019 nije bilo kandidata vakcina toliko naprednih, pa je vakcina tek u prvoj
fazi ispitivanja. Takoder kao trenutni prioritet velikih farmaceutskih kompanija nije bio razvoj
ove vakcine (4).

Dosta istrazivanja pokusalo je sprijeiti razvoj bolesti povezanih sa bakterijom HPY,
iskorjenjivanjem bakterije u ranim fazama zaraze, koriStenjem antibiotskih sredstava.
Istrazivanja takoder pokazuju da ovi tretmani ukoliko efikasno uklone HPY iz Zeluca, smanje i
upalu i druge histopatoloske abnormalnosti povezane sa ovom zarazom. Ipak istraZivanja
pokazuju nemogucnost tretmana kod ozbiljnih histopatoloskih abnormalnosti infekcija s HPY,
npr. atrofija zeluca i metaplazija, od kojih su oboje prethodnici Zelu¢anom adenokarcinomu.
Ovim istrazivanjima potvrdena je nemogucnost prevencije zeluGanog adenokarcinoma
koriStenjem antibiotskih sredstava. Meta-analiza (npr. statisticka analiza koja kombinira
rezultate viSestrukih nasumic¢nih kontroliranih ispitivanja) objavljena 2014. godine nasla je da
ovi tretmani nisu sprijecili razvoj ovog adenokarcinoma. Novijim studijama potvrdeno je da
iskorjenjivanje HPY infekcije umanjuje pojavu adenokarcinoma Zeluca povezanih s HPY kod
osoba sa bilo kojim nivoima baznog rizika. Neophodne su dalje studije za razjasnjenje ovog
problema. Svakako studije se slazu da antibioticima efektivno smanjujemo pojavu metahronog

5> https://en.wikipedia.org/wiki/Helicobacter#/media/File:Helicobacter_sp_01.jpg
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zelu¢anog karcinoma povezanog s HPY. (Metahroni karcinomi su karcinomi koji se ponovo
pojavljuju 6 mjeseci ili kasnije nakon resekcije (operacije) po¢etnog karcinoma.) SugeriSe se
da antibiotski rezim moze biti koriSten nakon resekcije zelu¢anog karcinoma uzrokovanog s
HPY u cilju smanjenja metahrone ponovne pojave (10).

3.14. Materijal za bakterioloski pregled

Za bakterioloski pregled uzima se biopticki uzorak zelucane sluznice, a za dokazivanje antitijela
serum pacijenta.
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4. VLASTITI RAD

U privatnoj zdravstvenoj ustanovi ,,Poliklinika Medical Irac Tuzla* provedena je analiza na
uradenih 688 uzoraka na odredivanje IgG u serumu, te 65 uzorka stolice na potvrdivanje
prisustva antigena u stolici. Potrudili smo se ustanoviti ucestalost prisustva infekcije
Helicobacter pylori kod odredenih grupa ljudi. Izvr$ili smo podjelu po spolu na muske i zenske,
po godini rodenja, nivou IgG antitijela na Helicobacter pylori u serumu ispitanika,
prisustvu/odsustvu antigena bakterija u stolici.

4.1. Prikaz obuhvadenih ispitanika u naSoj analizi

Na slici broj 4 predstavljenoj ispod prikazan je grafik koji prikazuje da smo u nasoj analizi
obuhvatili sve dobne skupine, kako mlade osobe, tako i osobe srednje i starije dobi.
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Slika 4. Prikaz pacijenata po godini rodenja

Na slici 4 prikazana je dobna skupina nasih ispitanika. U analizi su ucestvovala lica od 1930.
godista, pa sve do 2014. godiSta. Broj pacijenata po godinama nije bio identi¢an, ali je bio
dovoljno veliki za prikaz prisustva bakterije Helicobacter pylori u serumu ispitanih pacijenata.
Najveci broj pacijenata je bio srednjih godina od 1960. — 1990. godiSta. Malo manji broj je
starijih osoba i lica mlade Zivotne dobi, ali je bio prisutan.

4.2. Analiza koli¢ine antitijela IgG na Helicobacter pylori u serumu

U periodu od 3.1.2019. do 25.8.2022. godine, u privatnoj zdravstvenoj ustanovi Poliklinika
»Medical Irac®, testirano je 688 uzoraka na prisustvo bakterije Helicobacter pylori. Od toga je
bio znatno veci broj osoba Zenskog spola. Na grafiku ispod je prikazan odnos analiziranih
pacijenata po spolu.
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Slika 5. Graficki prikaz ispitanih uzoraka po spolu pacijenta

Na slici 5 je prikazan odnos analiziranih osoba. Ovdje mozemo primijetiti znatno veéi broj lica
zenskog spola. U analizi je uCestvovalo 459 Zena i 229 muskaraca. U tabeli 1 je prikazan odnos
analiziranih uzoraka po spolu i prisustvu ili odsustvu IgG antitijela.

Tabela 1 Tabelarni prikaz ispitanih uzoraka po spolu pacijenta

Muskarci Zene UKupno

- (negativno) 80 168 248
+ (pozitivno) 138 269 407
Prelazno 11 22 33
UKkupni zbir 229 = 459 688

U tabeli 1 mozemo vidjeti da se radilo sa 688 uzoraka. Od tih 688 uzoraka, 229 muskaraca, a
459 zena. Od 229 testiranih muskaraca, 138 je imalo pozitivan rezultat (IgG ve¢i od 1,00 COI),
11 je bilo prelaznih rezultata (IgG je u rasponu od 0,75 COI — 1,00 COI), te 80 negativnih (IgG
je manji od 0,75). Sli¢an rezultat imamo i kod Zena, gdje na otprilike duplo ve¢em uzorku
ispitivanih seruma imamo gotovo pa identi¢an rezultat. Od 459 testiranih Zena, 269 je imalo
pozitivan rezultat (IgG veci od 1,00 COI), 22 je bilo prelaznih rezultata (IgG je u rasponu od
0,75 COI - 1,00 COl), te 168 negativnih (IgG je manji od 0,75). Od ukupno 688 ispitivanih
uzoraka 59% (407) je pozitivnih nalaza, 5% (33) prelaznih, a 36% (248) negativnih nalaza.

Na slici 6, predstavljen je graficki prikaz odnosa iz tabele 1.
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Slika 6. Graficki prikaz odnosa pozitivnih i negativnih nalaza u odnosu na spol pacijenta

Analizom prethodnog grafika mozemo zakljuciti da na infekciju sa Helicobacter pylori, spol
nije imao uticaja. Zarazeni su bili i muskarci i Zene u skoro pa istom omjeru. lako je broj Zena
testiranih bio duplo ve¢i, omjer zaraZenih Zena je takoder bio duplo ve¢i u odnosu na muskarce.
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Slika 7. Graficki prikaz osoba sa pozitivnim IgG na H. pylori po godini rodenja

Po grafiku iznad (Slika 7) mozemo zakljuciti da je najveéi broj zarazenih osoba bio u dobi od
18 do 35 godina. Ne$to manje je bilo osoba srednje zivotne dobi. Starije osobe i djeca su
najmanje imali pozitivnih nalaza. Iako su osobe starije Zivotne dobi i djeca broj¢ano u uzorku
bili manje zastupljeni, pozitivnih testova je bilo jo§ manje.

Analiza koju smo provodili u privatnoj poliklinici ,,Medical Irac* iz Tuzle, radena je na
Biomeriuxovom uredaju Mini Vidas (Slika 8). Ovo je kompaktni automatizovani imuno
analizator, koji radi na principu ELFA tehnike (Enzyme Linked Fluorescent Assay). Ovo je
unaprijedena verzija ve¢ spomenutog ELISA testa. Enzimski fluorescentni test (ELFA)
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Aparati iz Vidas porodice su poznati kao precizni i pouzdani uredaji, $to naSim testovima i
rezultatima daje sigurnost i pouzdanost.

. 4
MIRINVIDAS

Slika 8. Mini Vidas ©

Na slici 9 imamo prikazan primjer nalaza pozitivnih na antitijela IgG na Helicobacter pylori
radenih u ve¢ spomenutoj ustanovi (,,Medical Irac®).

6 https://www.biomerieux-usa.com/vet-vidas
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POLIKLINIKA
Medical Irac

~

T

Adresa: Krec¢anska 17 Tuzla 75000
Telefon: + 387 35 366 600

Fax: + 387 35 366 602

E-mail: poliklinikairac@gmail.com

MEDICINSKO-BIOHEMIJSKI LABORATORIJ

Ime i prezime pacijenta: wivglimnimgie
Datum rodenja: 18.06.1983.
Datum izdavanja: 26.05.2022

Imunohemijske analize:

TU Test Vrijednost | Jedinice Ref. interval
negativho <0,75

S HPY 2,55 prelazni rezultat 0,75 - 1.00
pozitivnho >=1.00

S —Serum, P—Plazma, K - Puna krv (EDTA antikoagulans), eP — EDTA Plazma, kK — Kapilarna krv, U - Urin

Nalaz odobrio/la

Slika 9. Pozitivan nalaz na prisustvo IgG antitijela na Helicobacter pylori
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4.3. Analiza prisustva antigena na Helicobacter pylori u stolici

Kao drugu analizu provedenu, takoder u istoj ustanovi, radeni su testovi na prisustvo antigena
Helicobacter pylori u stolici pacijenata. Ova metoda je veoma brza i jednostavna, za razliku od
seroloskog dokazivanja antitijela u serumu. Ovom metodom se otkriva trenutna (aktuelna)
infekcija, za razliku od seroloSkog testa gdje IgG antitijela HPY mogu biti prisutna i do godinu
dana od infekcije bakterijom. Tako je ovaj test pravi pokazatelj uspjesnosti lijecenja odnosno
terapije. Ovim testom se dokazuje antigen bakterije u stolici pacijenta, pa nalaze oznacavamo
sa ,,Pozitivno* ili ,,Negativno®.

U na$oj analizi antigena Helicobacter pylori imali smo puno manji broj uzoraka nego broj
uzoraka seruma za serolosko testiranje. lako mali broj, bio je dovoljan za analizu i prikaz stanja
infekcija sa Helicobacter pylori.

Za analizu uzima se uzorak stolice, koji mora biti dostavljen u laboratoriju unutar jednog sata.
Ukoliko to nije moguce, preporucuje se upotreba frizidera. Uzorak bi se trebao Cuvati na
temperaturi od 2 °C do 4 °C, te dostavljen u laboratoriju unutar 24 sata.

Za ovu analizu smo imali 65 uzoraka stolice, $to je predstavljeno na slici 10.
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Slika 10. Odnos testiranih na prisustvo antigena HPY u stolici

Na slici broj 10, mozemo vidjeti da je od 65 uzoraka stolice dostavljenih u laboratoriju, od ¢ega
je 29 bilo pozitivno a 36 negativnih nalaza.

[ 36



Tabela 2 Odnos testiranih na prisustvo antigena HPY u stolici

Prebrojati od Spol
Muskarci Zene UKupno

- (negativno) 13 23 36
+ (pozitivno) 9 20 29
Ukupno 22 43 65

Slika 11. Odnos testiranih na prisustvo antigena HPY u stolici

Na slici broj 11 vidimo da od 29 pozitivnih osoba, 20 je bilo Zena a 9 muskaraca. Dok od 36
negativnih nalaza, 23 su bile Zene a 13 muskarci. Odnos svih muSkaraca/Zena u analizi je bio
22/43, §to mozemo vidjeti na slici 12.

* Muskarci

> Zene

Slika 12. Prikaz pacijenata testiranih na prisustvo HPY u stolici po spolu

IEEY




Najveci procenat ispitanika je bio preko 60 godina zivotne starosti. Graficki je prikazano na
slici 13.

Slika 13. Prikaz pacijenata testiranih na prisustvo HPY u stolici po godini rodenja
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5. ZAKLJUCAK

Helicobacter pylori bakterijom zarazeno je najmanje pola svjetske populacije, $to je Cini
najrasprostranjenijom infekcijom u svijetu.

Osobe zarazene u ranoj dobi imaju vece Sanse razviti jace upale koje mogu biti pracene
atrofiénim gastritisom sa ve¢im naknadnim rizikom od Zelu¢anog cCira, zeluCanog raka, ili
oboje.

Kod infekcije Helicobacter pylori, u analizi nam je bio najznacajniji ELISA metod testiranja
za dijagnostiku IgG antitijela u serumu (ELFA) i antigena u stolici (ELISA).

Prema nasem istrazivanju, odnos zarazenih muskaraca i Zena je ravnomjeran. Bakterija se nalazi
u oba spola podjednako, a nesto viSe kod osoba testiranih dobi od 18 — 35 godina.

Helicobacter pylori in vitro je znacajno osjetljiv na veéinu antibiotika: amoksicilin,
metronidazol, nitrofurantoin, eritromicin, azitromicin, tetraciklin. Osjetljiv je i na bizmutove
soli koje se koriste u lijeCenju peptickog ulkusa kao i na omeprazol. Najbolji rezultat postignut
je primjenom kombinirane terapije: claritromicin + amoksicilin + metronidazol u trajanju 7-10
dana.

Brojne studije pokazale su da ovako provedena terapija dovodi do eradikacije Helicobacter
pylori u 96% pacijenata.
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