Nieinwazyjne testy diagnostyczne w kierunku zakazenia Helicobacter pylori
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Jaki test, komu i dlaczego?

W 2005 roku laureatami Nagrody Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii zostali
australijscy naukowcy: gastroentorolog Barry J. Marhall i patolog Robin J.Warren. Nagrode
otrzymali za odkrycie i opisanie bakterii Helicobacter pylori (H. pylori) odpowiedzialnej za
zapalenie zotadka i wspotistniejacq chorobe wrzodowa zotadka i dwunastnicy.

Zakazenie pateczkq Helicobacter pylori wystepuje na catym Swiecie, dotyczy wszystkich grup
spotecznych i obejmuje 50% populacji ludzkiej. Czesto$¢ wystepowania infekcji H. pylori wzrasta
wraz z wiekiem a okres zycia, w ktorym nastgpi zakazenie zalezy od warunkow
socjoekonomicznych. Wiekszo$¢ infekcji H. pylori zostaje nabyta we wczesnym dziecinstwie,
zarowno w krajach rozwinietych, jak i rozwijajacych sie. Zalecenia, dotyczace leczenia zakazenia
wyrézniajq choroby zotadka, w ktorych leczenie przeciwbakteryjne jest silnie zalecane i te, w
ktorych jest ono tylko doradzane.

Leczenie silnie zalecane:

- wrzody trawienne i ich powiklania

- chloniaki zotadka typu MALT

- przewlekte zanikowe zapalenie blony Sluzowej Zotadka przebyta resekcja zotadka z powodu raka
krewni I stopnia chorych na raka zotadka zyczenie wyrazone przez pacjenta (po petlnej konsultacji z
lekarzem)

Leczenie doradzane

- dyspepsja czynnoSciowa

- choroba refluksowa przetyku (u chorych wymagajacych dlugotrwatego leczenia
przeciwwydzielniczego)

- przed zamierzonym leczeniem niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi

Leczenie infekcji H. pylori zgodnie z aktualnymi wytycznymi opiera sie na inhibitorach
pompy protonowej, klarytromycynie i amoksycylinie lub metronidazolu a czas trwania leczenia
przeciwbakteryjnego wynosi 10-14 dni.

Ocene skutecznos$ci eradykacji nalezy dokona¢ po 4-6 tygodni od zakoniczenia leczenia,
najlepiej za pomocg testu oddechowego lub oznaczenia antygenu H. pylori w kale. Mozna tez
wykonac test urazowy lub badanie histopatologiczne wycinka pobranego w czasie badania
endoskopowego.

W diagnostyce zakazen H. pylori wykorzystuje sie cechy charakterystyczne tej bakterii oraz
fakt, ze miejscem jej wystepowania jest blona §luzowa zotadka. Istnieje wiele réznych metod
wykrywania zakazenia H. pylori, ktére r6znia sie miedzy sobg stopniem inwazyjnosci, r6znym
czasem oczekiwania na wynik oraz czuloscig i swoistoscig. Poniewaz zadna z metod
diagnostycznych zakazenia H. pylori nie jest w 100% czula ani swoista, wskazane byloby uzycie
dwoch testow diagnostycznych w celu stwierdzenia zakazenia. W praktyce klinicznej za ,,ztoty
standard” uwaza sie zastosowanie 1gcznie testu urazowego i oceny histologicznej — wymaga to
jednak badania endoskopowego Zotadka i wigze sie ze wzrostem kosztow badania.

Badania diagnostyczne w kierunku zakazenia H. pylori dzieli sie na badania inwazyjne i
nieinwazyjne. Badania inwazyjne wymagaja pobrania od pacjenta fragmentu blony sluzowej
zotadka.

Do metod inwazyjnych zalicza sie:
- test ureazowy (RUT)



- badania histopatologiczne
- hodowle
- badania molekularne

Do metod nieinwazyjnych zalicza sie:

- badania serologiczne

- test na wykrywanie antygenu H. pylori w kale
- mocznikowy test oddechowy (UBT)

Metody serologiczne

Metody serologiczne stuza do oceny odpowiedzi humoralnej przeciwko H. pylori, ktdrej
efektem jest pojawienie sie przeciwciat klasy IgG i IgA w surowicy. W praktyce stosuje sie
immunoenzymatyczny test ELISA oraz test oparty na technice Western-blot (immunoblot).
Najczesciej do wykrywania obecnosci swoistych przeciwciat dla H. pylori uzywa sie testow
immunoenzymatycznych (Enzyme Linker Immunosorbent Assay —ELISA), w ktorych Zrédlem
antygenow bakteryjnych sg ekstrakty struktur powierzchniowych i cytoplazmatycznych komorek
bakteryjnych lub ich sonifikaty Zasada metody ELISA opiera sie na poszukiwaniu przeciwciat,
ktore wigzq sie z antygenem optaszczonym na Sciance dotku mikroptytki reakcyjnej. Powstajace
kompleksy antygen przeciwciato wykrywane sa przy uzyciu przeciwciat skierowanych przeciwko
ludzkim immunoglobulinom, ktdre zostaly zwigzane z enzymem np. peroksydazq chrzanowa.

Aktywnos¢ peroksydazy okre$la sie wprowadzajac do miejsca reakcji mieszanine substratu
dla enzymu (H202) z chromogenem. Pod wplywem peroksydazy chrzanowej nadtlenek wodoru
zostaje roztozony do wody i aktywnego tlenu, co powoduje utlenienie chromogenu i zabarwienie
produktu reakcji. Po zahamowaniu reakcji kwasem siarkowym nastepuje zmiana zabarwienia
powstatego produktu a jego intensywnos$¢ mierzy sie spektrofotometrycznie. Uzyskana wartosc¢
absorbancji jest wprost proporcjonalna do stezenia poszukiwanych przeciwcial w badanej surowicy.
Technika Western-blot pozwala oznacza¢ w badanych surowicach przeciwciata skierowana przeciw
pojedynczym antygenom bakteryjnym, ktore zostaly wczesniej rozdzielone za posrednictwem
elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym, a nastepnie przeniesione na membrane nitrocelulozowa.
W tescie tym poszczegOlne antygeny eksponowane sg na bardzo matej powierzchni nitrocelulozy,
co zapewnia wyzsza koncentracje i wysoka czulos¢. NajczeSciej metoda ta wykrywane sg
przeciwciala przeciw biatkom CagA i VacA.

Uzycie techniki immunoblot jest szczegblnie zalecane w razie falszywie ujemnych lub
watpliwych wynikéw uzyskanych w testach ELISA. Przyczyna fatszywie ujemnych wynikow (u
chorych zakazonych) w testach ELISA moze byc¢ ich niewystarczajaca czuto$¢, zr6znicowanie
szczepow H. pylori bedacych zZrodtem antygenéw lub poczatkowa faza infekcji, w ktorej brak jest
przeciwciat w klasie IgG Zaleta badan serologicznych jest ich mata inwazyjnosc i prostota
wykonania. Czulo$¢ tych metod ocenia sie na 84-99% a ich swoistos¢ na 86-95%.

Testy serologiczne maja gltéwnie zastosowanie w badaniach epidemiologicznych na duzych
populacjach. Z uwagi na fakt, iz przeciwciata anty H. pylori w klasie IgG utrzymuja sie do dwéch
lat od chwili zakazenia, a ich poziom obniza sie bardzo powoli, ich obecnos¢ nie moze by¢
wiarygodnym markerem czynnej infekcji ani wykladnikiem skutecznosci leczenia.

Test do wykrywania antygenu H. pylori w kale

Test do oznaczania antygenu H. pylori w kale jest metoda, w ktdrej wykorzystuje sie reakcje
immunoenzymatyczng do wykrywania obecnosci antygenu H. pylori przy pomocy poliklonalnych
badZ monoklonalnych przeciwcial umieszczonych na mikroptytce i przy udziale reakcji
peroksydazowej. W wielu pracach wykazano, ze u 0s6b zakazonych H. pylori znaczna koncentracja
tych bakterii i ich antygenow wystepuje w jelicie grubym. W zwiazku z tym wysoki poziom
antygenow H. pylori w kale moze by¢ wskaznikiem aktualnego zakazenia tymi bakteriami. Na
podstawie tych obserwacji opracowano nieinwazyjne testy immmunoenzymatyczne i
immunochromatyczne, do oznaczania antygenu H. pylori w kale. Testy uzywane do bezposredniego



wykrywania antygenu H. pylori w kale r6znig sie miedzy soba jakoscig przeciwciat. Ich czulo$¢ i
swoistos¢ wynosi okoto 90%.

Prowadzone badania w wielu osrodkach wykazaty, ze czulos¢ i swoistosc¢ tych testow sa
porownywalne do testu oddechowego, dlatego tez moga by¢ stosowane nie tylko do wstepnej
diagnostyki infekcji H. pylori, ale réwniez do monitorowania skutecznosci eradykacji w 4-6
tygodniu po zakonczeniu leczenia, a takze do diagnostyki nawrotéw infekcji H. pylori

Mocznikowy test oddechowy (UBT)

Mocznikowy test oddechowy (urea breath test -UBT) po raz pierwszy zostal opisany w
1987 roku przez Grahama i wsp. W metodzie tej wykorzystuje sie zdolnos¢ H. pylori do produkcji
ureazy.

Zasada testu opiera sie na spozyciu mocznika znakowanego weglem C13 lub C14. W
zotadku dochodzi do rozkladu mocznika na amoniak i znakowany dwutlenek wegla. Dwutlenek
wegla wystepujacy w postaci gazowej jest absorbowany przez btone Sluzowa zotadka i poprzez
krew dostaje sie do phuc skad jest wydalany z wydychanym powietrzem. Prébki powietrza, zerowa
— przed spozyciem i 30 minut po podaniu znacznika zostajq przeanalizowane przy pomocy
masowego spektrometru lub spektrofotometru podczerwieni. Wypeknione powietrzem torebki
umieszcza sie w odpowiednich portach umieszczonych w przednim panelu spektrofotometru.
Kazdy z tych portow polaczony jest z zaworem elektro-pneumatycznym sterowanym przez
komputer. Powietrze jest wypompowywane z torebki przy pomocy pompy membranowej poprzez
detektory zawartosci 12C022 i 13CO2. i nastepuje doktadny pomiar stosunku izotopu
12C02/13C0O2 do probek badanych.

Przez ostatnie lata test oddechowy (UBT) zostal zmodyfikowany. Zmieniono, gtownie w
celu obnizenia kosztow badania, dawki mocznika, z 350mg, ktérg zastosowal w swojej pracy
Graham, poprzez 100mg uzyta przez Logana, do 75 mg (1mg/kg ciata), i ta dawka jest najczesciej
stosowana i dostepna w zestawie do wykonania testu . Czas trwania badania zostat skrocony z 60
minut do 30 minut dla mocznika w formie tabletki a do 20 minut w formie kapsuiki.

Dla zapewnienia odpowiednio dlugiego kontaktu mocznika z ureazg bakteryjng stosuje sie
positek testowy. W pierwszych pracach stosowano positki zawierajace ttuszcze, powodujace
wydtuzony czas oprozniania zotadkowego. W chwili obecnej stosuje sie sok pomaranczowy lub
jabtkowy, ktéry obniza pH dwunastnicy, powodujac zmniejszenie aktywnosci motorycznej antrum i
relaksacje trzonu zotadka. Przez wiele lat weryfikowano w tescie oddechowym punkt odciecia (cut-
off), na podstawie, ktérego odrdznia sie osoby zakazone od niezakazonych. NajczeSciej stosuje sie
wartos$¢ 5%o, zaproponowang przez Logana i wsp., ale wielu badaczy proponuje wartosc 4%o, a w
kilku pracach oparto sie na 3,5%o a nawet 3%o. Mocznik do badania moze by¢ znakowany dwoma
izotopami wegla: C13, ktdry nie jest radioaktywny i moze by¢ stosowany u dzieci i kobiet w cigzy
oraz izotop radioaktywny C14, ktorego koszt jest nizszy, ale pozostaje koniecznos¢ posiadania
odpowiedniego zaplecza z pracownig izotopowa. CzutoS¢ i swoistos¢ testu oddechowego UBT jest
bardzo wysoka i wynosi 90-100%. Nadaje sie on idealnie do oceny leczenia eradykacyjnego Przy
stosowaniu testu UBT nalezy pamietac o pewnych jego ograniczeniach. Stosowanie inhibitoréw
pompy protonowej oraz inhibitora receptora H2 moze by¢ przyczyna falszywie negatywnych
wynikéw. Zaleca sie odstawienie tych lekéw na 5-7 dni przed wykonaniem badania. Rowniez
wskazane jest, aby test byt wykonany nie wcze$niej niz miesigc po stosowanej antybiotykoterapii
oraz leczeniu preparatami bizmutu

Istniejace metody wykrywajace bezposrednio i posrednio obecno$¢ H. pylori stawiajg przed
badajacym problem wyboru wiasciwego zestawu testow. O wyborze metody czesto decyduje nie
wartos¢ diagnostyczna, ale jej dostepnos¢. Duze znaczenie ma takze aspekt ekonomiczny czyli cena
stosowanej metody Europejskie Towarzystwo Gastroentorologiczne zaleca nastepujace testy
diagnostyczne w celu oceny zakazenia Helicobacter pylori:

* badanie endoskopowe z biopsja (metoda histologiczna i szybki test ureazowy), test oddechowy ze
znakowanym mocznikem oraz oznaczanie antygenu w kale ma bardzo wiarygodne zastosowanie



dla diagnozowania zakazenia H. pylori i dla potwierdzenia skutecznosci eradykacji.

* testy serologiczne lub testy oparte na badaniu krwi pelnej sa zadawalajace dla diagnozowania
zakazenia H. pylori i zupelnie nieodpowiednie dla potwierdzenia skutecznosci eradykacji.Stosuje
sie czesto w badaniach epidemiologicznych.

» laboratoryjny test ELISA (surowica) jest bardzo wiarygodny dla diagnozowania zakazenia H.
pylori, ale nieodpowiedni dla potwierdzenia skutecznej eradykacji.

Dwie ostatnie metody diagnostyczne stosuje sie do badan epidemiologicznych.



