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Souhrn

Jana Fejova

Moznost diagnostiky Helicobacter pylori

Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika

Cil prace

V této praci jsem se pokusila shrnout poznatky o mikroorganizmu Helicobacter
pylori, moznosti diagnostiky infekce této bakterie a jeji eradikace. Prvni cast
obsahuje zakladni charakteristiku H.pylori, historii jejiho objevu, zakladni
morfologické znaky, antigenni struktury a moznosti |éCby. V dalSich Castech jsou
shrnuty dostupné diagnostické postupy infekce H.pylori a jejich praktické vyuZziti
v klinické laboratofi.

Metody

Ke stanoveni IgG protilatek  jsem pouzila metodu Eia MONO IgG,
ke stanoveni protilatek 1gG proti CagA metodu ELISA IgG a k detekci specifickych
protilatek 1gG proti separovanym antigeniim H.pylori metodu Westernblot.

Vysledky

Bylo vySetfeno 12 pacientl s pfetrvavajicimi zazivacimi potizemi, bez
specifickych pfiznakl infekce H.pylori. U 5 pacientl byla zvy$ena hladina protilatek
tfidy 1gG coZz velmi dobfe koresponduje s nalezem pozitivnich zén ziskanych
metodou Westernblot, u jednoho pacienta byli pozitivni protilatky tfidy IgG proti CagA
H.pylori a u jednoho pacienta byla zvySena také hladina protilatek proti CagA
antigenu, opét potvrzeno nalezem odpovidajici pozitivni zony Westernblotu.

Zavér

Cilem této prace bylo shrnout poznatky o H.pylori, poukazat na moznosti
diagnostiky této infekce, porovnat vyhody a nevyhody pouzivanych diagnostickych

metod pfi praktickém provedeni v laboratofi.



Abstract

Jana Fejova

Possibility of diagnoses Helicobacter pylori

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Medical bioanalysis

Background
It this work | tried to summarized knowledge about microorganism - Helicobacter

pylori (further only H.pylori), possibilities of diagnostics of infection and eradication of
this bacteria. The first part contains general characteristic of H. pylori, history of its
discovery, basic morphologic marks, antigen structures and therapy options. In
further parts available diagnostic processes of H. pylori infection are summarized and
its practical use in clinical laboratory.

Methods
To determine the IgG antibodies used MONO IgG EIA method, thedetermination of
IgG antibodies to CagA IgG ELISA method and to detect specific IgG antibodies
against H.pylori antigens separated Westernblot method.

Results

It examined 12 patients with persistent digestive problems, without any
specific symptoms of H.pylori infection. In § patients had increased levels of 1gG
antibodies which very well corresponds with results obtained using the positive zones
Westernblot, one patient was positive for antibodies of IgG anti-H.pylori CagA and
one patient was also increased levels of antibodies against CagA antigen, again
confirmed by finding the corresponding Westernblotu positive zone.

Conclusion

The aim of this study was to summarize findings about H.pylori, noted the
possibility of diagnosing this infection, to compare the advantages and disadvantages

of diagnostic methods used in the practical implementation in the laboratory.
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1.Uvod

Infekce H.pylori je celosvétové jednou z nejrozSifenéjSich nakaz a je pficinou
fady zavaznych onemocnéni jako je napf. dyspepsie. Objev infekce H.pylori byl
prevratny a k jeho definitivnimu uznani bylo potfeba nékolik let. VétSina pacientd
s dyspepsii vyhledava pomoc u praktickych lékaru, ktefi pak podle klinické situace
pacienta voli dalSi postup, v€etné odeslani ke specialistim gastroenterologim.
PraktiCti 1ékafi mohou indikovat sérologické vySetfeni H.pylori metodou ELISA,
gastroenterologové provadéji endoskopickeé vysSetfeni a odbér bioptického materialu
k diagnostice H.pylori. Vybér testu k detekci zavisi na klinické situaci pacienta.

V laboratofi se k diagnostice H.pylori pouziva zakladni screening celkovych protilatek

nebo vyhledavani patologickych kmenu této bakterie.



2. Teoreticka cast

2.1. Historie

V roce 1983 vykultivovali Warren a Marschall tuto bakterii z odebraného
materialu ze Zaludecni sliznice od nemocného s chronickou gastritidou.
Pavodné navrzeny nazev Campylobacter pyloridis byl postupné zpfesnén na

nyné&jsi nazev Helicobacter pylori (Bednar et al., 1996).

2.2. Epidemiologie

H.pylori je hlavni pfi€inou chronické gastritidy a vyznamnou roli hraje
i u vétSiny nemocnych s viedovou chorobou, rakovinou zaludku a s Zalude¢nimi
lymfomy (/zrael, Peek, 2001). Infekce muze predchazet rozvoji dyspepsie a je
spojovana s rliznymi gastrointestinalnimi pfiznaky u lidi bez historie viedové choroby
(Rosenstock et al.,1997). Infekce H.pylori je pravdépodobné jednou z nejCastéjSich
bakterialnich infekci, které postihuji lidstvo (Kopacova et al. 2002). V Ceské republice
v poslednich 15 letech prevalence infekce H. pylori dramaticky poklesla (ze 70 %
vroce 1993 na 35 % vroce 2006). Tento pokles je mozno vysvétlit predevSim
relativné pfiznivymi a zlepSujicimi se socio-ekonomickymi podminkami po padu
komunistického rezimu (Bure$ et al., 2008).

Prevalence infekce H. pylori v populaci roste s vékem, coZ je vysvétlovano
infekci u vysSich vékovych skupin, ziskanou za horSich socialnich podminek
v détstvi. K infekci dochazi s nejvétsi pravdépodobnosti jiz pfed 5. rokem Zivota. Byl
zjistén jiz v novorozeneckém a kojeneckém obdobi Zivota. Vyskyt postupné stoupa
s vékem béhem celého détstvi. U déti v rozvojovych zemich mezi 2. az 8. rokem
zivota je roCni narust infekce asi 10 %, zatimco udaje ze Severni Ameriky ukazuji
pouze narust 1 % za rok. ProtoZe infekce je ziskana typicky u déti a je celoZivotni,
u velké ¢asti starSich lidi (nad 60 let) je vyskyt patologickych zmén pravdépodobné
dlouhodobym dusledkem infekce v détstvi, kdy zivotni standard byl na vyznamné

niz8i urovni. Prevalence vrozvinutych zemich se li§i vyznamné v zavislosti
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na etnickém pudvodu a véku. Ve studiich z Némecka a Svycarska byli domaci Zaci
infikovani méné Casto nez Zaci ciziho puvodu. Spontanni vymizeni infekce H. pylori
ze zaludecni sliznice je velmi vzacné, bylo pozorovano hlavné u kojencl a batolat.
H. pylori infekce u dospélych je chronicka a nevymizi bez specifické terapie.
V poslednich desetiletich byl zaznamenan dramaticky pokles vyskytu H. pylori
v zapadnich primyslové vyspélych spoleC¢nostech (Severni Amerika, Evropa,
Japonsko). Tento pokles je napadnéjSi u déti nez u dospélych. Trend poklesu
vyskytu infekce H. pylori odpovida sou€¢asnému trendu sniZeni vyskytu zavaznych
chorob vyvolanych H. pylori (Zalude€ni rakovina, duodenalni viedy). Hlavnimi dlvody
jsou pravdépodobné obecné zlepSovani socioekonomickych podminek, hygienického
standardu jako prevence pfenosu bud pfimo eliminaci organizmu z prostfedi, nebo
nepfimo prevenci prajmovych onemocnéni (Sykora, 2006).

Néktefi lidé mohou ziskat infekci i v dospélosti. Zplsob pfenosu neni plné
objasnén, pravdépodobnéjsi je pfenos z osoby na osobu oro-oralni nebo feko-oralni
cestou. Reinfekce po eradikaci je u dospélych spiSe vzacna (Krejsek a Kopecky,

2004). H. pylori byl prokazan celosvétoveé ve vSech vékovych kategoriich.

2.3. Morfologie a rustové vilastnosti

Mikroskopicky obraz je vyrazny. V Zaludku ma tvar zahnutych tyCek nebo
pismene S, dlouhych az 3 um, ty¢ky jsou umistény zejména v hlenu (Bednar et
al.,1996). Je strikiné mikroaerofiini a krustu potfebuje CO,. Na rozdil
od kampylobakter(, které maji jeden holy bi¢ik, H. pylori ma trs polarnich biCik
chranénych pochvou (Greenwood et al.,1999). BiCiky jsou na konci pali¢kovité
rozSifené (Bednal et al.,1996). H.pylori je zakfivena gram-negativni obarvena
tyCinka. Je biochemicky nepfili§ aktivni. Jeho unikatni schopnost prezivat a mnozit se
v Zaludecni sliznici je dana vysokou tvorbou ureazy (Krejsek a Kopecky, 2004).

H.pylori roste v mikroaerobni atmosféfe, neroste ani na vzduchu, ani
v anaerobnim prostfedi, rlstova teplota se pohybuje mezi 25-42 °C, v rozmezi pH
6,9 - 8,5 (Sedlackova, 1996).
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mucous

layer —F inflamed epithelial cells

Obrazek 1. — Helicobacter pylori
(www.science.org.au/nobel/2005/images/invasion.jpq).

2.4. Faktory patogenity

Patogenitou se obecné rozumi schopnost druhu vyvolat onemocnéni. Této
definici H.pylori vyhovuje. Jeho pfitomnost je vzdy spojena s chronickou aktivni
gastritidou a eradikace mikroba je nasledovana zhojenim (Sedlackova, 1996).

H.pylori je patogenni pouze pro Clovéka. Je prokazovan takika ve 100%
u nemocnych s viedovou chorobou (Bednar et al., 1996).

Jednotlivé kmeny H.pylori se mohou od sebe vyrazné odliSovat ve svém
genetickém zakladu a nasledné i v biologickych vlastnostech. Kmeny H.pylori, které
Kmeny H.pylori s vyraznym patogenetickym potencialem se oznacuji jako typ I.

Jako jeden z prvnich faktorl patogenity H.pylori byl identifikovan protein Cag
A, kodovany genem cag A (Krejsek a Kopecky, 2004).

2010). Kmeny H.pylori, které exprimuji protein Cag A, jsou spojeny s vysSi mirou

poSkozeni Zaludeéni sliznice a jsou pfednostné izolovany od osob s duodenalnimi
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nebo Zaludeénimi viedy. Jejich u€inkem je sliznice Zaludku posSkozovana ve zvySené
mife, protoZe protilatky proti proteinu Cag A jsou vyrazné Ccastéji nalézany
u nemocnych s atrofickou gastritidou a adenokarcinomem Zzaludku. Kmeny H.pylori,
které nesou gen Cag A, velmi Casto koexprimuji také gen vac A, kodujici toxin
schopny indukovat vakuolizaci epitelovych bunék Zaludku.

Az neCekané vysoka schopnost H. pylori, ktery neinvaduje do sliznicni vrstvy,
indukovat mohutnou zanétovou odpovéd, je pravdépodobné spojen s funkci proteinu,
které jsou rovnéz kédovany z ostrovu patogenity. Jedna se o geny oznacované jako
pic A a B, které se nachazeji pobliz genu cag A. Prostfednictvim téchto gend, ale
jisté i dalSimi faktory, je virulentnimi kmeny H. pylori indukovan zanét zaludecni
sliznice, ve kterém nakonec mohou dominovat poskozujici prvky (Krejsek a Kopecky,
2004).

Schopnost H.pylori produkovat ureazu a Stépenim mocoviny za vzniku
amoniaku zvySovat pH zajiStuje bakterii rezistenci proti kyselému pH. Bylo
prokazano, ze mutanty H. pylori, které neprodukuji ureazu, jsou nevirulentni.

Ureaza je produkovana ve vysoké koncentraci, enzym se uvolfiuje
do prostfedi z povrchu bakterie a ureaza je pfi nizkém pH prostfedi aktivni. Vy3si pH
prostfedi sniZzuje produkci ureazy, jinak by pfilis vysoké pH bakterii samo usmrtilo
a enzym by fungoval jako enzym sebevrazedny (Sedlackova, 1996).

H. pylori dale produkuje enzymy s proteolytickymi aktivitami. Za prokazanou
se ma schopnost tvofit fosfolipazu A a C. Tyto enzymy mohou naruSovat projektivni
slizniéni bariéry a podilet se na rozvoji chronické gastritidy (Krejsek a Kopecky,
2004).

2.5. Prozanétlivé pusobeni

H. pylori svymi faktory virulence podnécuje zanétlivou odpovéd na Zaludecni
sténé.

Jedna z cest pusobeni bakterie je pfes sekreCni systém vytvoreny geny cag-
PAI. Vytvofeny kanal T4SS umoZzZnuje prenést protein Cag A pfes membranu

epitelové bunky zaludku. Po jeho fosforylaci se nasledné aktivuje kaskada MAP-
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kindz vedouci k aktivaci NFKB a AP1 (aktivator protein 1), coz vede k produkci
prozanétlivych faktor(. Stejné tak mulze pfes T4SS projit i proteoglykan stény
gramnegativni bakterie, ktery cestou NOD1 a RICK aktivuje rovnéz NFkB a tim
i produkci cytosinu a dalSich zanétlivych mediatoru.

H. pylori ovSem mulze svym lipopolysacharidem puUsobit i skrze TLR4, ¢imz
rovnéz pres NFkB podnécuje zanétlivou reakci (web wikipedia).

Kolonizace zaludecni sliznice H. pylori, ktera vede k indukci tvorby chemokind,
zpusobi, ze se IL-8 a dalSi chemokiny poutaji na glykosaminoglykanové struktury
ZaludecCni sliznice a vytvareji tak gradient chemoatraktivnich latek, které zajisti
cilenou migraci neutrofilil do postizené oblasti zalude¢niho epitelu.

Indukce cytokinl v epitelovych bunkach zaludecni sliznice je podstatné vyssi
ucinkem kmenu H. pylori, které jsou Cag A pozitivni v porovnani s Cag A negativnimi
kmeny.

Infekce H. pylori vede k indukci protilatek namifenych proti molekulam, které
se nachazeji na neinfikované Zaludecni sliznici. Lipopolysacharid H. pylori obsahuje
krevné skupinové cukerné antigeny Lewis X a Lewis Y. Cestou molekulovych
mimikrd je rozvijena autoimunitni reaktivita u osob s infekci H. pylori. Navic se
ukazuje, Ze antigeny Lewis S a Lewis Y jsou vyjadieny na membranové H+ K+
ATPazové pumpé, ktera je prokazatelné terCem autoimunitni imunopatologické
reaktivity u nemocnych s autoimunitni atrofickou gastritidou, ktera u nékterych
nemocnych lidi usti v perniciozni anemii.

Infekce H. pylori je zfetelnym pfikladem infekce uUspé&Snym bakterialnim
patogenem. Presto, Ze H. pylori obsahuje nebo produkuje mnoho silné imunogennich
molekul, je imunitni odpovéd namifena k jeho eradikaci u vétsiny infikovanych osob
malo ucinna ¢i dokonce neucinna. Dokonce je mozno fici, ze zanétova reakce, ktera
ma H. pylori eradikovat z povrchu zaludecni sliznice, pfedstavuje pravdépodobné
pro hostitele vyznamnéjSiho poskozujiciho Cinitele, nez je vlastni patogenetické
pusobeni H. pylori. Na rozvoji poSkozujiciho zanétu ve sliznici Zaludecni sliznice
indukované infekci H. pylori se vyznamné podili specificka bunécna imunita (Krejsek
a Kopecky, 2004).
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2.6. Lécba infekce

Uspésnost eradikace je zavisla na vice vlivech, mezi které patfi slozeni
a délka lécby, spoluprace pacienta a resistence na antibiotika. Zlatym standardem
lécby je v souCasnosti trojkombinace, podavana po dobu sedmi dnu, zahrnujici dvé
antibiotika a antisekretorikum. U infikovanych pacientl je nejucinnéjsi klaritromycin,
coz vede k vymyceni pfiblizné 40% onemocnéni, pokud je podavan dvakrat denné
po dobu 10 az 14dnd (Johannes et al., 2006).

Z antibiotik se pouziva amoxycillin, makrolidy (klaritromycin, roxitromycin,
azitromycin), nitroimidazol a tetracyklin. Jako antisekretorikum je u nas pouzivan
do kombinace inhibitor protonové pumpy (PPIl) ve standardni davce (Omeprazol
2x20mg, Lansoprazol 2x30mg). Alternativou je Ranitidin-bismut-citrat, ale u nas
neni pro praxi dostupny (Seifert, 2001).

Uzivani téchto Iéki ma za nasledek uc€innych terapii proti H. pylori, v souladu
s mirou eradikace vice nez 80%. Ruzné trvani &by, davky a kombinace Iéku byly
studovany, ale Zadné nedosahly urovné vyssi nez 90 az 95%. Selhani jsou zejména
ve vztahu k nedostateénému dodrzovani 1é¢by, Casto v disledku vedlejSich ucinkd,
a na pfitomnost antimikrobialni rezistence (Johannes et al., 2006).

Pacienti by méli od svych praktickych Iékafd dostat plnou informaci
o indikovanych lécich, oCekavani jejich efektu a o pfipadnych nezadoucich ucincich.
Ty se mohou projevit nejCastéji gastrointestinalnimi pfiznaky nebo alergickymi
reakcemi (Seifert, 2001).
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2.7. Resistence na antibiotika

H. pylori se mlze stat resistentnim na bézné uzivana antibiotika. Informace
o resistenci H. pylori na ATB je tfeba aktivné sledovat.

Stupeni resistence na metronidazol v Ceské republice se udava 20-30%,
v okolnich zemich az 40%. Pokud resistence na metronidazol pfevysi 25%, pak je
lépe se jeho pouziti v eradikacni IéCbé vyhnout.

Primérna resistence na klaritromycin je ve vétsiné zemi Evropy okolo 5%,
ponékud vyssi v Belgii a Francii (12%). V Ceské republice jiz presahuje podle
poslednich udaju 4%. Rezistence na amoxycilin je vzacna.

Soucasti eradikacnich schémat pro 2. volbu je tetracyklin. DalSi antimikrobialni
latky se testuji (Seifert, 2001).
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3. Laboratorni prikaz

Diagnostické postupy k prikazu infekce H.pylori je mozné rozdélit
na invazivni, pfi kterych je nutné ziskat vzorek ZaludeCni sliznice a neinvazivni,

provadéné ze séra nebo stolice pacienta.

3.1. Invazivni prikaz

3.1.1 ENDOSKOPIE

Diagnosticky prikaz se provadi z bioptického vzorku Zaludeéni sliznice, ktera
byla odebrana nemocnému v pribéhu gastroduodenoskopického vysetfeni (Krejsek,
Kopecky, 2004).

Vzorky sliznice se odebiraji k histologickému a mikrobiologickému vySetfeni.
ViceCetné biopsie zaruCuji vétsi zachytnost zanétu i bakterii k dosazeni optimalnich
diagnostickych vysledk. Obecné se doporuCuje aby byli pouzity nejméné dva
odlisné testy z viceCetnych biopsii, které by optimalizovaly diagnostické vysledky
(Sedlackova, 1996).

3.1.2. RYCHLY UREAZOVY TEST

Rychly ureazovy test je nejbéznéjsi metoda k prikazu H. pylori.
Principem rychlého ureazového testu je zména zabarveni acidobazického indikatoru,
ktera provazi rozklad mo€oviny na amoniak a oxid uhli€ity pfi pfitomnosti bakterialni
ureazy ve vysetfovaném vzorku zaludecCni sliznice. Sama zaludecni sliznice Zadnou
uredzu neprodukuje, takze pozitivita testu u pacienta jasné ukazuje na infekci
ureaza-pozitivnimi bakteriemi. H. pylori uvolfiuje ureazu ze svého povrchu ve velkém
mnozstvi, nebot mu zvySenim pH vjeho okoli umozfiuje preziti v kyselém
Zaludeénim prostfedi. Tento enzym hydrolyzuje v Zaludku pfitomnou mocovinu
na amoniak a amid kyseliny uhliCité, ktery se znovu rozklada na amoniak a kyselinu
uhli¢itou. Ve vodném prostiedi vznika z amoniaku hydroxid amonny, ktery zpUsobi

zvySeni pH.
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Obrazek 2. - ureazove testy

(http://www.mona.php5.cz/metody1.html).

Komeréné vyrabéné ureazové testy obsahuji substrat (mocovinu)
a acidobazicky indikator (napf. fenolovou ¢erven) a mivaji formu gelu, do kterého se
vzorek zatlaCi, nebo jsou to zkumavky s médiem. Pfitomnost H. pylori se pak pfi
vySetifeni biopticky odebraného vzorku zaludecCni sliznice timto testem projevi
zménou barvy indikatoru.

Tento finanéné nenakladny test je velmi jednoduchy a vysledek Ize hodnotit
i bez konzultace s mikrobiologem. Pfi husté kolonizaci sliznice se pozitivita testu
projevi béhem nékolika malo minut, standardné se odecita po 2 hodinach.
To umoznuje celkové zkraceni Casu potfebného pro stanoveni spravné diagndzy
a tim i rychlé zahgjeni u€inné terapie.

Variantou tohoto testu se v posledni dobé stava imunologicky rychly ureazovy
test (iIRUT), ktery vyuziva specifickych protilatek proti ureaze H. pylori a eliminuje tak
moznost zkfizené reaktivity s jinymi ureaza-pozitivnimi bakteriemi pfi zachovani

rychlosti a pfesnosti pivodniho testu (web mona).

3.1.3 KULTIVACE

Kultivace se fadi mezi nejpresnéjSi zpusoby vySetfeni pfitomnosti H. pylori,
které umozfiuje i podrobnégjsi stanoveni infikujiciho kmene. Provadéji ho pouze

nékteré laboratofe a kvuli své naro¢nosti a finanénim nakladiim rozhodné nepatfi

K rutinnim vySetfenim.
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H. pylori je kultivacné velmi naroCna bakterie, ktera vyzaduje mikroaerofilni
prostfedi ve smési 5% Oz, 10% CO, a 85% N, (web mona).

Pro kultivaci se osvédcili bohaté kultivaéni ptdy se zakladem Columbia agar,
Brucella agar, Oxoid agar €. 2 a Muller — HintonUv agar (Sedlackova, 1996).

Jejich zakladem je agar obohaceny koriskou nebo berani krvi a kofiskym nebo
telecim sérem. Do agaru se pfidavaji komeréné pfipravené rastové faktory, smés
antibiotik, které potlacuji rlst jinych bakterii a amfotericin B proti kontaminaci
plisnémi (web mona). Inkubace se provadi pfi 37 °C po dobu 4-7 dnu. Po inkubaci se
vytvofi na povrchu kultivaénich pad drobné Sedavé lesklé kolonie o priiméru asi 1-2
mm. U nékterych kmenu jsou kolonie obklopeny uzkou z6nou hemolyzy.
U nemocnych s klinickymi obtizemi roste H. pylori vétSinou masivné a na selektivnich
pudach v Cistych kulturach (Sedlackova, 1996).

3.1.4 MOLEKULARNi TECHNIKY

Pro prikaz pfitomnosti nukleovych kyselin H.pylori se nejCastéji vyuziva
polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera byla vyvinuta v roce 1983.

PCR prokazuje cilovy fragment deoxyribonukleové Kkyseliny po jeho
namnozeni (amplifikaci), které je zahgjeno pfidanim specifického primeru
(Sedlackova, 1996). PouZiti v oblasti H. pylori se tyka nejen detekce bakterie, ale také
jeho kvantifikace a detekce specifickych gent (Mégraud, 2007).

Vlastni reakéni cyklus probiha v cykléru v amplifikaénich zkumavkach, které
se naplni roztokem obsahujicim DNA izolovanou ze vzorku a reakéni smési. Reakéni
smés obsahuje vhodné zvolené primery, deoxynukleotidtrifosfaty, termostabilni
DNA—-dependentni DNA—polymerazu (napf. Taq DNA polymerazu izolovanou
z bakterie Thermus aquaticus) a pufr s obsahem hofe€natych iontu. Jako cilové
fragmenty pro amplifikaci se vyuzivaji cca 20—100 bazi dlouhé sekvence DNA, které
jsou druhové nebo rodové specifické a maji nizkou pravdépodobnost vzniku

bodovych mutaci. V pfipadé H. pylori jde nejCastéji o sekvence DNA kddujici geny
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pro tvorbu ureazy, gen cag A, vac A nebo ice A. Specifické primery, které jsou
pfi metodé PCR pouzity, jsou komplementarni k obéma antiparalelnim viaknim DNA,
ale nemély by byt komplementarni k sobé navzajem.

PCR probiha ve tfech ¢asové a teplotné odliSnych fazich. Jednotlivé faze jsou
iniciovany pouze zménou teploty a doba jejich trvani je zavisla na délce
amplifikovanych usekd DNA. Po jednom cyklu PCR da puvodni dvoufetézcova vznik
dvéma amplikonim, z nichz kazdy ma jedno vlakno plvodni DNA a jedno nové
syntetizované. PocCet amplikoni exponencialné roste a pfiblizné po 30 cyklech
(tj. pfi teoretickém poctu amplikont 2%°) je koncentrace hledaného fragmentu
dostateCna, aby mohl byt spolehlivé detekovan bud elektroforeticky nebo pomoci
hybridizaCnich sond.

Metodou PCR Ize spolehlivé prokazat pfitomnost H. pylori nejen ve vzorcich
Zaludecni sliznice odebranych pfi biopsii, ale i v jiném biologickém materialu (napf.
ve slinach nebo stolici). Je mozné ji aplikovat i pro identifikaci této bakterie v zevnim
prostfedi, které obsahuje i mnoho jinych mikroorganismu. Pro metodu PCR je
postacujici mnozstvi templatové DNA mezi 1 a 500 ng a je proto mozné ji pouzit

i kdyZ je vzorku genetického materialu malo (web mona).

3.1.5. HISTOLOGIE

Pfi endoskopickém vySetfeni Zaludku je mozno odebrat kartakem vzorek
setfenim hlenové vrstvy, ktera pokryva sliznici. Hlen se rozetfe na podlozni sklo
a po zaschnuti a fixaci se barvi. Podle cile vySetfeni jsou rizné metody barveni
preparatu. K diagnostice zanétu je to rutinni barveni hematoxylin — eozin.
K identifikaci bakterii H.pylori se obvykle pouzivaji barveni Warthin — Starry
( stfibfeni ) a barveni podle Giemsy, ktera jsou vice sensitivni a specificka nez

obvyklé barveni preparatli hematoxylin — eosin (Sedlackova, 1996).
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3.2. Neinvazivni priukaz

Neinvazivni testy se nejCastéji indikuji v nasledujicich dvou situacich:

1. Prukaz infekce H.pylori u pacientu mladSich nez 45 let a dyspepsii horniho typu
pfi absenci tzv. alarmujicich pfiznaki (anémie, vahovy ubytek), pficemz se
predpoklada, ze pfi pozitivnim nalezu bude nasledovat eradikace infekce.

2. Kovéreni uspésné eradikaci 1éCby, neni-li indikovano kontrolni endoskopické

vySetteni (AluSikova et al., 2010).

3.2.1. DECHOVE TESTY

Dechovy test je jednoduchy a bezpelny test slouzici ke zjiStovani aktivni
infekce H. pylori (web clevelandclinig).

Dechovy test s mo&ovinou znaéenou uhlikem "*C je dnes povazovan za zlaty
standard prikazu infekce zplUsobené H. pylori. Princip testu je zaloZzen na detekci
znaceného oxidu uhli€itého, jenz vznika Stépenim substratu enzymem ureazou, ktera
je jako povrchovy protein produkovana bakterii H. pylori. Metoda testu byla popsana
jiz v roce 1987 a existuje fada modifikaci, které se liSi pfedevS§im v mnozstvi
podavaného substratu (50-100 mg), v podani roztoku kyseliny citrbnové nebo
pfirodniho pomerantového dzusu a v c¢asovém intervalu odbéru vzorku
vydechovaného vzduchu. Pacient musi byt pro provedeni testu na lacno (nejméné
2 hodiny nesmi jist, pit a koufit). Odebiraji se dva nebo tfi vzorky vydechovaného
vzduchu do zkumavky. Nasleduje vypiti 200 ml roztoku kyseliny citronové nebo
prirodniho, neslazeného pomeranového dZusu a po 5 - 10 minutach je podano 100
mg modoviny znaéené atomem uhliku *C (détem je podavano poloviéni mnozstvi).
Prfesné po 30 minutach jsou odebrany dva nebo tfi vzorky vydechovaného vzduchu
do zkumavek stejnym zpusobem jako na zacatku testu. Pro hodnoceni testu je
stanoveno kriterium zmény poméru *CO,: '>CO, vétsi nez 5 promile mezi vzorkem
v Case T3p oproti vzorku To. Na vysledek testu ma vliv motilita a anatomie Zaludku,
porusené vyprazdnovani, l|éCba inhibitory protonové pumpy, antibiotiky nebo
preparaty vizmutu. Doporueno je proto provadét dechovy test 4-6 tydnl

po ukonc&eni eradikacni terapie (web dialab).
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3.2.2 PRIMY PRUKAZ ANTIGENU

HpSA je somaticky antigen, ktery se nachazi ve stolici osob infikovanych
H. pylori a opét vymizi do 4 tydnl po ukonceni Uspésné eradikace. Principem testl
pro jeho prikaz je reakce tohoto antigenu s polyklonalnimi nebo monoklonalnimi
protilatkami.  Vznikly komplex antigen—protildtka Ize detekovat nékterou
z imunologickych metod, napf. metodou ELISA nebo imunochromatografickym
testem. Tento zplUsob diagnostiky infekce H. pylori je nenaroCny na pfistrojové
vybaveni, pfi pouziti imunochromatografického testu je evaluace mozna bez
laboratorni techniky béhem nékolika minut pfimo v ordinaci, vysledky metody ELISA

Ize vyhodnotit fotometricky (web mona).

3.2.3. SEROLOGICKE METODY

Zaludeéni sliznice &lovéka reaguje na kolonizaci H. pylori vétSinou zanétem,
ktery je provazen lokalni i systémovou imunitni reakci spojenou s tvorbou
specifickych protilatek 1gG, IgA a IgM. Samotna imunitni reakce sice k eliminaci této
bakterie nestaCi, ale lze ji vyuzZit k rozpoznani infekce v prFipadech, kdy je
kontraindikovano invazivni vysetfeni. Sérologické metody jsou tedy zalozeny
na detekci specifickych protilatek proti H. pylori v séru pacienta.

Vysledky sérologickych testl je nutno vzdy interpretovat v souladu s ostatnimi
vySetfenimi, symptomy onemocnéni a klinickym nalezem. Protilatky proti H. pylori
mohou byt pfitomny v séru pacienta i nékolik mésicu nebo let po uspésné
farmakoterapii, pozitivni vysledek tohoto testu nemusi tedy vzdy indikovat akutni
infekci gastrointestinalniho traktu. Negativni vysledek znamena, Ze v séru neni
detekovatelné mnozstvi protilatek a k tomu mize dojit také v asné fazi onemocnéni,
u imunokompromitovanych pacientt, déti nebo starych lidi.

Pro toto vySetrfeni se asepticky odebere vzorek venozni krve a sérum se
pfipravuje béznou laboratorni technikou. Pfed odbérem neni nutné lacnéni pacienta,
ale silné lipemicka séra mohou vést k chybnému vysledku. PFiCinou
nejednoznacnych vysledkl sérologického vysetfeni muze byt rovnéz hemolyzované

nebo mikrobialné kontaminované sérum a €asto nedodrzeni pracovniho postupu.
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V sérologickych testech pro diagnostiku infekce H. pylori se obvykle vysSetiu;ji
protilatky tfidy IgG. Protilatky tfidy IgM mohou byt detekovatelné v Casnych stadiich
aktivni infekce. Hladiny protilatek IgG a IgA stoupaji v pribéhu infekce a pokud neni
eradikovana, zustavaji vysoké. Po uspésné eradikaci hladiny obou téchto tfid
protilatek klesaji na polovi¢ni hodnoty, svého maxima z doby akutni infekce se ale
dostavaji az cca po pul roce od ukon&eni farmakoterapie. Specifické protilatky proti
H. pylori jsou detekovatelné i v moci a slinach pacienta.

NejcastéjSi metodou pro stanoveni protilatek proti H. pylori v séru pacienta je
metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Jedna se o nekompetitivni
imunochemickou metodu, ktera ma obvykle ,sendviCové uspofadani. Vhodny
antigen H. pylori je zakotven na pevné fazi, napf. plastikové mikrotitracni destiCce.
Po inkubaci a odstranéni nenavazaného antigenu promytim, se pfidava vySetfovane
nafedéné sérum. Vznikly komplex je potom detekovan sekundarnim enzymem
znacenou protilatkou proti lidskému imunoglobulinu a vysledek se hodnoti
denzitometricky. Touto metodou lze detekovat i velmi mala mnozstvi protilatek

ve vzorku (web mona).
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Obrazek 3. — mikrotitraéni desticka

(http://www.mona.php5.cz/metody1.html).

Dal$i metodou, ktera vyuziva schopnosti mnoha typl antigenl vazat se
na erytrocyty Ci jiné inertni Castice a vytvaret tak stabilni reagens pro stanoveni
specifickych protilatek je HEMAGLUTINACNI TEST a LATEXOVA AGLUTINACE.
Tyto metody jsou vyuzivany krychlému a technicky nenaro€nému screeningu
pritomnosti infekce H.pylori.

Metoda WESTERN BLOTTING slouzi pfedevSim k analyze protilatkové

specificity na molekularni urovni. Jedna se o pfrenos elektroforézou separovanych

23



bakterialnich antigent na nitrocelulézovou membranu. Specifické protilatky, které se
navazi na tyto elektroforeticky pfenesené antigeny, jsou pak detekovany ELISA

systémem.

4. Experimentalni ¢ast

Experimentalni Cast prace se zabyva laboratorni diagnostikou H.pylori
neinvazivnimi metodami - prikazem protilatek IgG, stanovenim antigenu ve stolici,
prukazem protilatek CagA 1gG a detekci specifickych protilatek IgG proti
separovanym antigenum H.pylori.

Standartni vySetrovaci postup na OKB v Rychnové nad Knéznou je stanoveni
hladin protilatek proti H.pylori 1gG a IgA ELISA metodami a v pfipadé pozitivity
jednoho z parametrd je u vzorku sledovana pfitomnost protilatek proti CagA
antigenu. Pro zhodnoceni diagnostického postupu infekce H.pylori jsem vybrala
vzorky 12 pacientl, ktefi vyhledali praktického |ékafe nebo gastroenterologa
s pretrvavajicimi zazivacimi obtizemi. U vzorku jsem provedla stanoveni protilatek
tfidy 1gG proti H.pylori metodou EIA Helicobacter MONO IgG, stanoveni protilatek
CagA IgG metodou Anti-_Helicobacter pylori CagA ELISA IgG, a vysetieni
specifikych protilatek 1gG proti CagA metodou Westernblot. Stanoveni antigenu
H.pylori ve stolici nebylo provedeno vzhledem k obtiznému shanéni vzorkd od

pacientd.
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4.1. EIA Helicobacter MONO IgG (Test — line Clinical Diagnostics)

Imunoenzymaticka souprava pro stanoveni IgG protilatek proti Helicobacter

pylori v lidském séru nebo plazmé.

4.1.1. PRINCIP TESTU

Souprava je urCena pro stanoveni IgG protilatek proti klinicky signifikantnimu
kmenu H.pylori s obsahem proteini Cag A a Vac A v lidském séru a plazmé metodou
EIA, typ sendvi¢, tj.pevna faze — antigen — protilatka — znacena protilatka. Znacenou
protilatkou je praseCi imunoglobulinova frakce proti lidskému IgG konjugovana
kfenovou peroxidazou. Stanoveni peroxidazové aktivity se provadi pomoci substratu
s TMB. Pozitivita se projevuje modrym zabarvenim, které se zastavovacim roztokem

zméni na Zluté, jehoz intenzita se méfi na fotometru pfi vinové délce 450nm.

4.1.2. SLOZENi SOUPRAVY

e PotaZena desticka s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek

e Negativni kontrola = lidské sérum bez protilatek H.pylori

e CUT-OFF = lidské sérum obsahuijici protilatky proti H.pylori v hrani¢ni koncentraci

e Pozitivni kontrola = lidské sérum obsahujici protilatky proti H.pylori

e Konjugat = praseci imunoglobulin proti lidskym IgG znaceny peroxidazou

. TMB — Complete = jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok, obsahujici
TMB a H202

¢ Redici roztok vzorkd = pufr se stabilizatory bilkovin

e Promyvaci roztok = koncentrovany pufr

e Zastavovaci roztok = obsahuje kyselinu sirovou 1 mol/l. Pozor Ziravina!
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4.1.3. PRACOVNI POSTUP

1. VSechny reagencie nechame vytemperovat na laboratorni teplotu.
2. Davkujeme Fedici roztok vzorkUl, kontroly a fedéné vzorky podle pracovniho

schématu (viz. Tabulka 1.).

e pipetujeme 100yl Fediciho roztoku vzork( do jamky A1 (blank)
e pipetujeme 100pul negativni kontroly do 1 jamky

e pipetujeme 100yl CUT — OFF do 2 jamek

e pipetujeme 100yl pozitivni kontroly do 1 jamky

e pipetujeme 100pl testovanych vzorka fedénych 1+100 do zbyvajicich jamek.

3. Desticku pfikryjeme vickem a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.

4. Odsajeme obsah jamek a 5x promyjeme pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plnime po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepeme zbytky roztokl do savého
materialu.

5. Davkujeme do vSech jamek 100ul konjugatu.

6. Desticku pfikryjeme vickem a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.

7. Odsajeme obsah jamek a 5x promyjeme pracovnim promyvacim roztokem.
Jamky pInime po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepeme zbytky roztoku
do savého materialu.

8. Davkujeme do vSech jamek 100l jednosloZkového substratu TMB — Complete.

9. DestiCku pfikryjeme vickem a inkubujeme 15 minut pfi 37°C v temnu.

10.Zastavime reakci pfidanim 100ul zastavovaciho roztoku ve stejném poradi
a intervalech jako byl davkovan substrat.

11.ZméfFime na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu roztokd v jamkach proti

blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.
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Tabulka 1. Pracovni schéma

A BL |VZ4 |VZ12

B NK | VZ5
C CO | VZ6
D CO | vz7
E PK | VZ8
F |[VZ1|/VZ9

G |VZ2|VZ10

H |Vvz3]|vzi1
BL = fedici roztok (blank)
NK = negativni kontrola
CO = CUT-OFF
PK = pozitivni kontrola
VZ 1-12 = vzorky pacientu

4.1.4. INTERPRETACE VYSLEDKU

Vypocet Indexu pozitivity (IP)

IP= absorbance vzorku / primérna absorbance CUT — OFF

27



Tabulka 2. Interpretacni kritéria

Index pozitivity (IP) Hodnoceni
mensi nez 0,9 negativni
0,9az1,1 hraniéni
vétsi nez 1,1 pozitivni

VySetfeni vzorkd hraniCnich, tj. s indexem pozitivity 0,9 az 1,1 je zapotfebi

opakovat z nového odbéru s Casovym odstupem minimainé 3 tydny.

4.2. Amplified IDEIA ™ Hp StAR (DakoCytomation AG)

Amplifikovany enzymoimunoanalyticky test pro detekci H. pylori ve stolici.

4.2.1. PRINCIP TESTU

Amplified IDEIA TM Hp StAR je sendviCovy enzymoimunoanalyticky test
vyuzivajici imunoanalytickou amplifikacni technologii pro stanoveni antigent H.pylori
ve stolici.

Jamky mikrotitracni destiCky jsou pokryty monoklonalnimi protilatkami
specifickymi pro antigeny H.pylori.

Supernatant suspenze stolice a konjugat protilatek znacenych kfenovou
peroxidasou jsou amplikovany do jamek v témze kroku. BEhem inkubace se antigeny
H.pylori pfitomné ve vzorku vazou na specifické monoklonalni protilatky
imobilizované na povrchu jamky a na peroxidasou znacené monoklonalni protilatky,
Cimz se vytvari sendviCovy komplex.

Nenavazany konjugat se odstrani promytim mikrotitracnich jamek a poté se
do jamek pfida jednoslozkovy bezbarvy substrat (TMB). Vazana kienova peroxidasa

v konjugatu oxiduje TMB za vzniku modfe zbarveného produktu. Pfidanim
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zastavovaciho roztoku se zbarveni zméni na Zluté. Intenzita zbarveni se stanovi

spektrofotometricky.

4.2.2. SLOZENi SOUPRAVY

e MikrotitraCni destiCka s navazanou protilatkou

e Vzorkovy fedici roztok — fosfore€nanovy pufr s antimikrobialnim cinidlem

e Promyvaci roztok — fosfore€nanovy pufr s detergentem a antimikrobialni
Cinidlem

e Pozitivni kontrola — inaktivovany frakcionovany lyzat H.pylori

e Negativni kontrola

e Konjugat — specifické monoklonalni protilatky proti antigendm H.pylori
konjugované s kienovou peroxidasou

e Roztok substratu (TMB)

e Zastavovaci roztok — 1M H2S0a4

4.2.3. PRACOVNI POSTUP

1. Pfiprava vzorku: napipetujeme 500ul vzorkoveého fediciho roztoku do zkumavky,
pomoci aplikatoru pfidame vzorek stolice o velikosti hraSku do zkumavky
s fedicim roztokem, promichame a suspenzi centrifugujeme 5 minut pfi 5000
ot/min.

2. Nechame vytemperovat mikrotitracni destiCku a do jednotlivych jamek pipetujeme

dle pracovniho schématu (viz. Tabulka 3.).
e 50yl supernatantu vzorku stolice
e 50ul pozitivni kontroly
e 50yl negativni kontroly
3. Pfidame 50pl konjugatu do kazdé jamky.

4. Inkubujeme pfi 18-27°C na tfepacce po dobu 60 minut.
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5. Promyvani: v automatické promyvacce promyvacim roztokem.

6. Do kazdé jamky pfidame 100yl roztoku substratu a inkubujeme pfi laboratorni
teploté, v temnu. Po 10 minutach zastavime reakci pfidanim 100ul zastavovaciho
roztoku.

7. Zméfime absorbanci do 15 minut po zastaveni reakce pfi vinové délce 450nm

(méfici filtr) a 620nm (referencni filtr).

Tabulka 3. Pracovni schéma

A NK | VZ7

B PK | VZ8

C [VvVZ1|VZ9

D |VZ2|VZ10

E |VZ3|VZ11

F [VZ4|VZ12

G [VZ5

H [VZ6
PK = negativni kontrola
NK = pozitivni kontrola

VZ 1-12 = vzorky pacientd
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4.2.4. INTERPRETACE VYSLEDKU

Stanoveni absorbance pfi dvou vinovych délkach ( 450nm a 620nm).

Vzorky s absorbanci = 0,150 jsou pozitivni

Vzorky s absorbanci < 0,150 jsou negativni

Pozitivni vysledek stanoveni indikuje pfitomnost antigent H. pylori. Negativni
vysledek stanoveni indikuje nepfitomnost antigent H. pylori nebo koncentraci

antigenl pod detekénim limitem testu.

4.3. Anti- Helicobacter pylori CagA ELISA IgG (Euroimmun)
4.3.1. PRINCIP TESTU

ELISA testovaci souprava poskytuje semikvantitativni in vitro test pro protilatky
tfidy 1gG proti H.pylori Cag A antigenu v séru nebo v plazmé. Testovaci souprava
obsahuje mikrotitracni prouzky s osmi oddélenymi Cinidly potahnutymi antigenem
H.pylori Cag A. Pfi prvnim kroku reakce se zfedéné vzorky inkubuji. Jestlize je
vysledek pozitivni, specifické protilatky IgG se slou€i s antigeny. Na dokazani
pritomnosti kombinovanych protilatek se provede druha inkubace s pouZitim enzymu

oznacenym anti — IgG coz vyvola barevnou reakci.
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4.3.2. SLOZENi SOUPRAVY

Mikrotitraéni destiCka s navazanymi antigeny

Kalibrator

Pozitivni kontrola (lidské sérum s navazanou IgG protilatkou)
Negativni kontrola (lidské sérum s navazanou IgG protilatkou)
Konjugat — protilatky IgG konjugované s peroxidazou

Pufr

Promyvaci pufr — 10x nafedény

Roztok substratu — chromogenni

Zastavovaci roztok

4.3.3. PRACOVNI POSTUP

. Priprava vzorku: nafedime si sérum pacienta v pomeéru 1:101 s fedicim roztokem

. Pipetujeme dle pracovniho schématu: (viz. Tabulka 4.)

100ul kalibratoru
100pl pozitivni kontroly
100ul negativni kontroly

100pl nafedéného vzorku

3. Nechame 30 minut temperovat pfi laboratorni teploté.

4. Na automatické promyvacce 3x promyjeme promyvacim pufrem.

5. Pipetujeme 100ul konjugatu do kazdé jamky. Inkubujeme 30 minut pfi laboratorni

teploté.

6. Na automatické promyvacce 3x promyjeme promyvacim pufrem.

7. Pipetujeme 100pl chromogenniho substratu do kazdé jamky a inkubujeme

15 minut pfi laboratorni teploté.
. Pipetujeme 100ul zastavovaciho roztoku do kazdé jamky ve stejném poradi jako

jsme pipetovali substrat.
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9. Do 30 minut fotometricky zméfime intenzitu zbarveni pfi vinové délce 450nm

(méfici filtr) a 620nm (referencni filtr).

Tabulka 4. Pracovni schéma

A Cal |VZ6

B PK | VZ7

C NK | VZ8

D |VZ1|VZ9

E |VZ2|VZ10

F [VZ3|VZ11

G |VZ4|VZ12

H |VZ5
Cal = kalibrator
PK = pozitivni kontrola
NK = negativni kontrola

VZ1-10 = vzorky pacientu

4.3.4. INTERPRETACE VYSLEDKU

Vypocet Indexu pozitivity (IP)

IP= absorbance vzorku nebo kontroly / absorbance kalibratoru
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Tabulka 5. Interpretacni kritéria

Index pozitivity (IP) Hodnoceni
mensi nez 0,8 negativni
0,9az1,1 hraniéni
vétsi nez 1,1 pozitivni

V pfipadé hrani¢niho vysledku by mél byt odebran dalSi vzorek po sedmi
dnech a otestovan spolu s prvnim vzorkem. Porovnani obou vzorkl nam ukaze

dukladné zhodnoceni titru.

4.4. Westernblot Helicobacter pylori IgG (TEST - Line s.r.o. Clinical

Diagnostics)

Souprava k detekci specifickych protilatek I1gG proti separovanym antigenim

H.pylori v lidském séru nebo plazmé.

4.41. PRINCIP TESTU

Antigenni extrakt H.pylori bohaty na vysoce specifické antigeny (zejména Cag
A) je podle molekulovych hmotnosti elektroforeticky rozdélen a poté prenesen
na nitrocelul6zovou membranu. Tato membrana je dale upravena blokovanim
nespecifickych vazebnych mist a po promyti a vysuseni nafezana na jednotlivé stripy
obsazené v souprave. Pfi pouZiti soupravy jsou jednotlivé stripy inkubovany
s vySetfovanym vzorkem, pfiemz dochazi kvazbé specifickych protilatek
pritomnych ve vzorku na pfislusné antigenni linie. Po promyti jsou stripy dale
inkubovany s konjugatem. Vizualizace je provedena inkubaci se substratovym
roztokem. Po vybarveni jsou jednotlivé stripy vysuSeny a vyhodnoceny pomoci

priloZzené Sablony, popfipadé za pouziti vyhodnocovaciho softwaru. Pro stanoveni
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validity testu obsahuje souprava protokol s vyobrazenim validaéniho stripu, ktery
odpovida pozitivni kontrole obsazené v souprave.
Stripy obsahuji tzv. cut-off linii, ktera slouzi ke kontrole funkénosti a citlivosti

soupravy a usnadriuje vyhodnoceni testu.

4.4.2. SLOZENi SOUPRAVY

e WB Stripy — testovaci prouzky s pfenesenym, elektroforeticky rozdélenym
antigenem

e Negativni kontrola

e Pozitivni kontrola

¢ Konjugat

e Substratovy roztok

e Univerzalni roztok — pufr pro fedéni vzorku

e Inkubacni vaniCka pro blot

e Pracovni navod

e Protokol s vyobrazenim validacniho stripu

e Samolepici folie

4.4.3. PRACOVNI POSTUP

1.Pfed pouzitim v8e vyndame z krabice a temperujeme 60 minut pfi laboratorni
teploté.

2.Do vani¢ky pipetujeme podle poctu vzorkd 2 ml univerzalniho roztoku do kazdé
jamKky.

3.Pinzetou uchopime strip pouze voblasti etikety, odlepime z podlozky
a preneseme do kazdé inkubacni jamky jeden WB strip. Stripy ponechame
na tfepacCce v univerzalnim roztoku, rovhomérné smacime po dobu 10 minut
pfi laboratorni teploté.

4.0dsajeme z jamek univerzalni roztok.

5. Do jamek pipetujeme 1,5 ml nafedénych vzork( a inkubujeme na tfepacce

1 hodinu pfi laboratorni teploté. Kontroly se jiz nefedi.
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6. Po skoncCeni inkubace odsajeme nafedéné vzorky.
7.Jamky se stripy promyjeme 3 x 1,5 ml univerzalniho roztoku na tfepacce po dobu
5 minut.
8. Po odsati univerzalniho roztoku pipetujeme do kazdé jamky 1,5 ml konjugatu
a inkubujeme na tfepacce 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
9. Odsajeme roztok konjugatu.
10. Jamky se stripy promyjeme 3 x 1,5 ml univerzalniho roztoku na tfrepaCce vzdy
po dobu 5 minut.
11.0dsajeme univerzalni roztok a pipetujeme do kazdé jamky 1,5 ml substratového
roztoku a inkubujeme na tfepacce 10 minut.
12.0dsajeme substratovy roztok a promyjeme kazdy strip 2 x 2 ml destilované vody
na tfepacce vzdy po dobu 5 minut.
13.Vyjmeme stripy z vanicky a vihké je pfeneseme do vyznacenych ramecku
na vyhodnocovacim protokolu kde je naneseno lepidlo.
14.Nechame volné vysuSit. Po vysuSeni stripy vyhodnotime pomoci pfilozené

Sablony nebo pomoci softwaru.

4.4.4. INTERPRETACE VYSLEDKU

Vyhodnocujeme pouze prouzky korespondujici s pozicemi na validacnim stripu

vyobrazeném na protokolu.

5. Vysledky

Bylo vySetfeno 12 pacientl s pfetrvavajicimi zazivacimi potizemi, bez
specifickych pfiznakl infekce H.pylori. U 5 pacientl byla zvySena hladina protilatek
tfidy 1gG (graf ¢€.1), coz velmi dobfe koresponduje s nalezem pozitivnich zén
ziskanych metodou Westernblot (obrazek 4) a u jednoho pacienta byli pozitivni

protilatky tfidy 1gG proti CagA H.pylori (graf €.2).
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Na obrazku ¢€.4, kde je zobrazen pracovni protokol Westernblot. byla u vzorku
4 zvySena také hladina protilatek proti CagA antigenu, coz bylo potvrzeno nalezem
odpovidajici pozitivni zony Westernblotu .

PROTOKOL S VYOBRAZENIM VALIDACNIHO STRIPU
PROTOCOL WITH VALIDATION STRIP

BLOT Helicobacter pylori IgG
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Obrazek €. 4. — pracovni protokol Westernblot

6.Diskuse

PFi laboratornim prikazu jsem se snazila ukazat jakymi metodami Ize stanovit
infekci H.pylori a poukazat na to, ktery z diagnostickych postupl dokaze pfinést
oSetfujicimu lékafi nejvice vyuZitelnych informaci pro pfipadnou eradikaci H.pylori.

Metoda stanoveni protilatek tfidy IgG metodou EIA patfi k laboratorné nejdéle
pouzivanému sérologickému prakazu H.pylori. K diagnostice je zapotfebi velmi malé
mnozstvi vzorku od pacienta, samotné provedeni je snadné a rychlé. Vysledky
ziskané touto metodou ukazuji schopnost organismu vytvaret protilatky proti H.pylori
a nevypovidaji o aktivité samotného mikroorganismu. Proto je tato metoda vhodna
spiSe pro dlouhodobégjsi sledovani lé€enych pacientl a monitorovani Uspésnosti
zvolené terapie. Souprava EIA Helicobacter MONO IgG obsahuje kalibrator, ktery
pomoci indexu pozitivity kvalitativné rozdéli pacienty na negativni a pozitivni. Pravé
pfi sledovani trendld ve tvorbé protilatek by bylo vyhodnéjsi pouzit soupravu
rozSifenou o sadu kalibrator(, které umozni kvantitativni stanoveni hladiny protilatek
Vv séru.

Metody Westernblot byvaji ¢asto pouzivany jako konfirmaéni pro potvrzeni

pozitivnich nalezli stanovenim metodou ELISA. V pfipadé H.pylori vSak kromé
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potvrzeni spravnosti ELISA metody podavaji i velmi zajimavé informace o antigenni
struktufe protilatek. MOzeme tak nalézt zonu pro prikaz patogennich kmen
s tvorbou antigent CagA popfipadé vacA. Hlavni nevyhodou pro pouziti Westerblotu
v rutinnim provozu laboratofe je dlouha doba stanoveni, ktera by i pfi CasteCné
automatizaci trvala nejméné 4 hodiny, zatimco ELISA metoda trva pfiblizné 1,5
hodiny. DalSim vyznamnym faktorem je také cena, kdy Westernblot metoda je
priblizné 10x drazsi nez ELISA metoda.

Metoda na stanoveni H.pylori ve stolici je postavena na pfimém prukazu
antigenu H.pylori, ne na stanoveni protilatek. Jedna se o kvalitativni metodu slouzici
k velmi pfesnému prukazu pfitomnosti mikroorganismu v zazivacim traktu. Nehodi se
pro dlouhodobé sledovani |éCby.

Stanoveni celkovych protilatek proti H.pylori ma vyznam pfedevsim pro prvotni
zachyt infekce H.pylori u praktickych Iékaru, identifikace baktérii pomoci Westernblot
nebo alespon prikaz CagA antigenu vyuzivaji spiSe specialisté — gastroenterologové
Pro sledovani uspésnosti 1éCby je pfinosné hodnotit vyvoj protilatek v Case nebo

alespon hodnotu indexu pozitivity.

7. Zavér

Cilem této prace bylo shrnout poznatky o H.pylori, poukazat na moznosti
diagnostiky této infekce, jakymi metodami Ize H.pylori laboratorné stanovit a zjistit
vyhody a nevyhody ur€itych stanoveni jako je cena a doba provedeni testu.

V nasi laboratofi jsme provedli vySetfeni u 12 pacientl tfemi rGznymi metodami:
metodou stanoveni protilatek tfidy IgG Helicobacter Mono IgG, stanoveni protilatek
IgG proti Cag A ELISA metodou a metodou Westernblot I1gG.

Provedli jsme vySetfeni u 12 pacientl, ktefi méli delSi dobu zazivaci obtize.

5 pacientd mélo zvySenou hladinu protilatek 1gG, u jednoho pacienta byli zjistény

protilatky IgG proti CagA a u jednoho pacienta byli pozitivni protilatky CagA.
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